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凡例 
 
AGBD-GFP α-1,3-glucanase α-1,3-glucan binding domain-fused GFP 
bp  base pair 
CD  Czapek-Dox 
cDNA  complementary DNA 
CFW  calcofluor white 
CR  Congo Red 
dATP  deoxyadenosine triphosphate 
DD  degree of deacetylation 
DNA  deoxyribonucleic acid 
dNTP  deoxyribonucleoside triphosphate 
DP  degree of polymerization 
GFP  green fluorescent protein 
GPI  glycosylphosphatidylinositol 
HPAEC  high-performance anion exchange chromatography 
HPSEC  high-performance size exclusion chromatography 
LB  Luria Bertani 
MAP  mitogen-activated protein 
Mp  peak top molecular mass 
mRNA  messenger RNA 
NMR  nuclear magnetic resonance 
PAD  pulsed amperometry detector 
PBS  phosphate buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PEG  polyethyleneglycol 
RNA  ribonucleic acid 
SBA  soybean agglutinin 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
SEM  scanning electron microscopy 
UDP  uridine diphosphate 
UV  ultra violet 
WGA  wheat germ agglutinin 
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序章 
 
第１節 序論 
 
 真菌は地球上に 150 万種以上生息し、地球規模の物質循環における分解者と
して重要な役割を担っている[1]。糸状菌は様々な環境に適応し、多様な代謝能
を有することから、酵素や化成品などの生産に利用されている種も多く存在す
る[2-4]。糸状菌を用いた有用物質の工業生産は、栄養や誘導基質の拡散が容易な
液体培養で行われることが一般的で、その生産スケールは数百 kL にも及ぶ。糸
状菌は培養条件に依存してペレット状からパルプ状まで様々な形態を示すが[5]、
この性質が発酵生産効率の不安定要因となっている。しかしながら、糸状菌の形
態を完全に制御する手法は確立されておらず、発酵産業における課題となって
いる。液体培養における糸状菌のペレット形成には細胞表層の因子が関与する
と考えられるが、その要因については形態学的なアプローチがなされるにとど
まっており、根本的なペレット形成の要因については明らかになっていなかっ
た。 
 糸状菌の液体培養条件下の形態の違いは培養条件に強く依存しており、目的
生産物の生産性と強い相関がある[6]。ペレット形成時にはその直径が数 mm に
もなり、ペレット内部への栄養や酸素供給が制限される[6]。酸素や栄養供給は
ペレット表面から約 200 μm までしか十分でないことも報告されている[7]。菌糸
がペレットを形成する場合、培養液はニュートン性1を示す[8]。一方、菌糸が分
散状態の場合には、培養液粘度が上昇し、攪拌効率が悪化する[6]。加えて、培養
液が強い非ニュートン性2を示すため、対流酸素輸送が制限される[6]。Aspergillus
属菌は通常、ペレット形態をとることが多い[7, 9-13]。Trichoderma 属菌はセルラ
ーゼの生産に用いられる産業菌であるが、通常は分散状態を取る[14, 15]。
Penicillium 属菌はペレットを形成する[16, 17]。クモノスカビ Rhizopus oryzae は
通常分散形態をとるが、その場合の粘度上昇が顕著なため、ペレット形成条件が
探索されている[18-21]。Neurospora 属菌も一般的にはペレットを形成する[22]。
そのほか、担子菌 Phanerochaete 属菌[23]や子嚢菌（冬虫夏草）Cordyceps 属菌[24]、
Caldariomyces 属菌[25]においてペレットを形成することが報告されている。高
橋と山田は 1959 年、ペレットの形成過程は 2 通りあり、分生子が発芽前に凝集
する”凝集型”と、個々の菌糸が独立して分岐生長を続けた結果ペレット状になる”
非凝集型”に分けられると報告した[26]。この二つの型は培養条件にも影響され
るが、主としてその菌株の特性によるものであると考えられており、Aspergillus 
 
1 流れの剪断応力とずり速度の関係が比例した粘性の性質を持つ流体。 
2 流れの剪断応力とずり速度の関係が線形ではない粘性の性質を持つ流体。 
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niger は凝集型を、Penicillium chrysogenum は非凝集型をとると考えられている
[26]。このモデルは近年でも支持されている[5, 27]。A. niger においては塊の形成
が顕著であるが、本菌の産業的な重要性が高いことから、morphology engineering
という学問分野としてその形態制御が議論されている。従来のアプローチ方法
として、攪拌回転数や温度、pH、接種分生子数の制御によってその凝集性を制
御することが試みられてきた[4, 28-32]。近年になって、”modern morphology 
engineering techniques”として、微粒子の添加によるペレットサイズの低減[7, 33, 
34]や、浸透圧によるペレット形態の制御手法[35]とそれに伴う生産性改善が報
告されている。これらの手法により、形態学的な観点からの菌糸ペレットの制御
手法は大きく進歩してきたが、生物学的なペレット形成のメカニズムやその形
成因子については依然不明のままであった。 
菌糸のペレット形成には細胞表層の因子が関与することが推察される。糸状
菌の菌糸の表面は多糖を主成分とした細胞壁に覆われている（Fig. 0-1）。細胞壁
は細胞形態の維持や細胞の保護、細胞外情報の細胞内への伝達など、生育に必須
の役割を担っている。また、細胞壁は菌が外界（宿主細胞、基質および菌自身の
細胞）と最初に接触する構造体であることから[36]、細胞壁の構造を理解するこ
とは真菌に起因する感染症や発酵生産効率の制御に重要であると考えられる。
細胞壁は多糖が複雑に絡み合った構造体でありながら、常に合成と再構築が繰
り返される高度に動的な構造体でもある[37]。細胞壁を構成する主要な多糖とし
て、α-グルカン（α-1,3-グルカンおよび少量の α-1,4-グルカン）、β-グルカン（β-
1,6 分岐 β-1,3-グルカン）、キチン、ガラクトマンナンが知られている[36, 38, 39]。
細胞壁にはガラクトマンノプロテイン、GPI-アンカー型タンパク質、細胞壁タン
パク質も含まれており、細胞外情報の伝達や細胞壁再構築における役割を有す
る[40]。真菌の中には、細胞壁の外側に細胞外マトリクス（ECM）を有する種も
存在する。ECM は多糖やタンパク質、脂質、核酸からなり、バイオフィルムの
構成因子として知られている[39]。また、ECM は菌種によって非常に多様性が
高い[38]。Aspergillus 属糸状菌においては、ECM に含まれる多糖としてガラクト
サミノガラクタン（GAG）や α-1,3-グルカン、ガラクトマンナンが知られている
[41, 42]。 
α-1,3-グルカンは以前より真菌類（A. niger, Cryptococcus, Schizosaccharomyces 
pombe, Polyporus, Paracoccideoides）の細胞壁に含まれていることが知られていた
が [43-46]、その機能については長年理解されていなかった。1970 年代に
Zonneveld が Aspergillus nidulans の細胞壁の貯蔵多糖であることを見出し、その
生物学的機能について詳細に解析した [47-51]。その後、 San-Blas らが
Paracoccideoides brasiliensis において α-1,3-グルカンと病原性との関係性につい
て初めて報告した[52]。Goldman らが Histoplasma capsulatum において α-1,3-グル
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カンの病原性への関与を示唆すると[53, 54]、病原性二形性真菌 P. braciliensis [52, 
55-58]、Brastomyces dermititidis [59], Cryptococcus nerformans [60]においても α-1,3-
グルカンと病原性に関する報告が相次いだ。その後、2004 年になって Rappleye
らによって H. capsulatum において α-1,3-グルカンが直接的に病原性発現に寄与
することが示された[61]。さらに、H. capsulatum においては α-1,3-グルカンが細
胞壁表層に存在し、宿主の β-グルカン受容体による免疫認識を妨げるために病
原性が発揮されることが明らかになった[62]。ゲノム解析以後になると、いくつ
もの真菌種で α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子がアノテーションされ、特に A. 
fumigatus において α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子の詳細な機能解析がなされた
[63-66]。A. fumigatus においては三種の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子を破壊す
ると細胞壁から α-1,3-グルカンが欠損し（Δags）[65]、Δags 株はマウス感染モデ
ルにおいて顕著に病原性が低減することが報告されている [66]。また、C. 
neoformans の α-1,3-グルカンは莢膜の主要構成成分であり、α-1,3-グルカン欠損
時には病原性が欠失することが報告された[67, 68]。イネいもち病菌 Pyricularia 
oryzae (Magnaporthe grisea)においては、感染器官である侵入菌糸の形成時にその
細胞表層を α-1,3-グルカンで覆うことにより、宿主から分泌される細胞壁溶解酵
素への耐性が付与され、病原性関連分子パターンの放出が阻止されて、宿主への
感染成立に寄与することが示されている[69, 70]。一方、近年になって α-1,3-グル
カン自身は樹状細胞を刺激することが明らかになってきており[71]、菌糸中に存
在している場合に α-1,3-グルカンが免疫ステルス性を示すこととの関係性の解
明が望まれている。 
α-1,3-グルカンの生合成機構については、分裂酵母における化学構造の解析
から先行して予想されてきた。1998 年に順遺伝学的解析から S. pombe において
α-1,3-グルカン合成酵素 Ags1p が同定され、Ags1p が細胞内ドメイン、細胞外ド
メインおよび多重膜貫通ドメインからなることが推定された[72]。その後同菌
の Ags1p（Mok1p）が細胞膜画分に発現していることが確認された[73]。Grün
らによって S. pombe の α-グルカンの化学構造が詳細に解析され、S. pombe の α-
グルカンは分子量が 42.6 ± 5.2 kDa で、α-グルカンの約 9 割が α-1,3-結合のグル
コース、約 1 割が α-1,4 結合のグルコースであることが明らかになった[74]。ま
た、α-グルカンは約 120 残基からなる二本の α-1,3-グルカンが 1,4-結合の α-グ
ルカンによって連結され、さらに糖鎖の還元末端側にも α-1,4-グルカンがある
という構造を有していた[74]。Aspergillus 属菌においては、Aspergillus wentii に
おける化学構造の報告がある。A. wentii のアルカリ可溶（水不溶）グルカンは
200 残基程度の 1,3-linked α-グルカンが数残基の 1,4-linked α-glucan（spacer 
structure）に連結された構造が 25 回程度繰り返された構造を有すると示唆され
ており、その分子量は平均 850 kDa であった[75]。すなわち、Aspergillus 属糸状
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菌の α-1,3-グルカンは S. pombe に比べて分子量が大きく、サブユニットの繰り
返し数が多い構造を取っていることが示唆されている。 
 α-1,3-グルカン合成酵素の 3 ドメインの機能は S. pombe において推定されて
いる[74]。細胞内ドメインは糖質加水分解酵素（GH）13 ファミリーに属するタ
ンパク質（グリコゲンシンターゼ、スターチシンターゼ）と相同なドメインを
有しており、UDP-グルコースを基質として α-1,3-グルカン鎖の伸長を担うと推
察されるが、直接的には証明されていない。S. pombe における細胞内ドメイン
のアミノ酸変異体において、α-1,4-グルカンの蓄積が見られなくなったことか
ら[76]、このドメインは α-1,4-グルカンの合成能を有する可能性も示唆されてい
る。細胞外ドメインは、GH13 ファミリーに属する細菌の α-アミラーゼとの相
同性がある。S. pombe の細胞外ドメインのアミノ酸置換変異体において α-1,3-
グルカン鎖同士の連結を有さない未成熟の短い α-グルカンが合成されたことか
ら[74]、細胞外ドメインは細胞外に排出された α-1,3-グルカン鎖の糖転移能を有
すると考えられている。多重膜貫通ドメインは 12 回膜貫通がポアを形成する
と想定されており、細胞内ドメインで合成された糖鎖の細胞外への輸送を担う
と考えられる。Aspergillus 属菌の α-1,3-グルカン合成酵素においても同様のド
メイン構造が保存されている。 
Aspergillus section Fumigati 以外の Aspergilli においては、agsB 遺伝子（また
はそのオルソログ）に隣接して α-amylase をコードする２遺伝子が存在する; 
GPI アンカー型 α-アミラーゼ遺伝子と細胞内 α-アミラーゼ遺伝子である。細胞
内 α-アミラーゼについては、H. capsulatum の Amy1 が先行して研究がなされ、
α-1,3-グルカン合成に必須であることが示された[77]。P. brasiliensis 由来 AmyA
も類似の機能を有すると推察されている[78]。α-1,3-グルカン生合成における作
用機構としては、α-1,3-グルカン鎖中に含まれる α-1,4-プライマー（スペーサ
ー）の合成を担うことが推察されているものの、直接的な証明はなされていな
い。細胞内 α-アミラーゼについては A. niger AmyD（A. nidulans amyG のオルソ
ログによりコードされるタンパク質）においてその酵素学的特性が報告されて
おり、アミロースを基質として主にマルトトリオースが生成されることが分か
っているが[79]、グリコゲンや UDP-グルコースに対してはほとんど活性を示さ
なかったことから、生体内における基質については定かではない。GPI アンカ
ー型 α-アミラーゼについては、A. nidulans の amyD 遺伝子が α-1,3-グルカン生
合成に抑制的な機能を有することが示されている[80, 81]。He らは A. nidulans 
AmyD が α-1,3-グルカナーゼとは異なる機序で α-1,3-グルカン量を減少させるこ
とを示唆している[81]。また、A. niger の GPI アンカー型 α-アミラーゼ AgtA は
酵素学的解析がなされており、maltooligosaccharides を acceptor として最大 28
糖の maltooligosaccharide を転移する糖転移活性を有することが報告されている
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[82]。また、α-1,3-グルカン生合成に関わるその他の因子として、H. capsulatum
において UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase (UDPGP)をコードする
UGP1 遺伝子を RNAi により抑制したところ、α-1,3-グルカンが欠損した[77]。
UDPGP はグルコース 1 リン酸を UDP-グルコースに変換する酵素で、真菌種に
高度に保存されている。UGP1 の抑制により α-1,3-グルカンが欠損したことか
ら、α-1,3-グルカン生合成の基質が UDP-グルコースであることが示唆されてい
る。 
当研究室では、真菌のシグナル伝達経路を標的とした抗真菌剤の開発を進め
てきた[83, 84]。Cell wall integrity（CWI）シグナル伝達経路は MAPK カスケード
を中心としたシグナル伝達経路で、真菌類に独特で潜在的な薬剤標的となりう
ると考えられた。我々は、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae において CWI 経路
により制御される遺伝子が細胞壁多糖である β-1,3-グルカンやキチンの合成関
連遺伝子であるのに対し[85]、モデル糸状菌 A. nidulans においては本経路が出芽
酵母には存在しない α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子の制御に特化していること
を明らかにした[86]。上述のように、α-1,3-グルカンの感染性への寄与が先行し
て研究されてきたが、非病原性の真菌における α-1,3-グルカンの生物学的機能に
ついては全く明らかになっていなかった。近年になって Fontaine らは α-1,3-グル
カンが発芽分生子の凝集に寄与することを明らかにし、α-1,3-グルカンが
aggregation factor として機能することを示した[87]。当研究室では、A. nidulans の
二種の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子の破壊株を作製し、agsB 遺伝子の破壊に
よって菌糸が分散する形態を示すことを発見した（Fig. 0-2）[12]。また、agsB 遺
伝子破壊株の細胞壁から α-1,3-グルカンが欠損していた[12]。すなわち、A. 
nidulans においては α-1,3-グルカンが液体振盪培養において主要な菌糸凝集因子
であることが示唆された。当研究室での報告の翌年、カナダ・サスカチュワン大
学の Kaminskyj 博士らのグループによっても同様の報告がなされている[80]。A. 
nidulans の α-1,3-グルカン欠損株は寒天平板における radial growth は野生株と遜
色なく[12]、液体振盪培養においては野生株よりも菌糸重量が増加していた[88]。
また、A. nidulans の α-1,3-グルカン欠損株はペニシリンや α-アミラーゼの生産量
が野生株に比べて顕著に増加することが示されている（平成 26 年度一杉修士論
文）。このことから、α-1,3-グルカン欠損株の培養性状は糸状菌を用いた物質生産
に応用できる可能性が示唆された。 
以上のように、α-1,3-グルカンが糸状菌の菌糸接着に寄与することが明らかに
なってきたものの、α-1,3-グルカンの生合成機構については断片的な情報がある
のみで、α-1,3-グルカンを介した菌糸の塊形成メカニズムについてはほとんど明
らかになっていなかった。菌糸の塊形成についてさらに理解するためには α-1,3-
グルカンの化学構造や生合成機構を含めた解析が必要であると考えられる。本
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博士論文研究では、α-1,3-グルカンを介した菌糸凝集のメカニズムについて、そ
の生合成機構も含めて解析することを目的とした（第 1 章）。また、α-1,3-グルカ
ン欠損株の形質の産業応用に向けて作製された麹菌 Aspergillus oryzaeの α-1,3-グ
ルカン欠損株においては菌糸が完全分散には至らなかったことから（Fig. 0-3）、
A. oryzae における α-1,3-グルカン以外の未知因子の菌糸塊形成への寄与が予想
された。そこで本研究では、麹菌で機能する未知因子の同定と、その因子を介し
た塊形成メカニズムを明らかにすることを目的とした（第 2 章）。 
 
第２節 実験材料および基本的手法 
0-2-1. 試薬及び菌株 
 試薬は特に断りのない限り富士フィルム和光純薬工業（Osaka, Japan）または
ナカライテスク（Kyoto, Japan）の特級試薬を用いた。試薬調製の際には脱塩蒸
留水、MilliQ 水または 121oC で 15 分間オートクレーブ滅菌した脱塩蒸留水を適
宜用いた。各種制限酵素及び修飾酵素類は、タカラバイオ（Kusatsu, Japan）また
は東洋紡（Osaka, Japan）製のものを適宜使用し、附属のプロトコルに従い反応
を行った。 
 モデル糸状菌 A. nidulans の野生株として ABPU1 株[89]を用いた。また、産業
用糸状菌（麹菌）A. oryzae の野生株として RIB40 系統の NS4 株(niaD-, sC-)に非
相同末端組換え修復遺伝子 ligD およびアデニン生合成遺伝子 adeA を破壊した
(ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA)株[90]を用いた。 
 
0-2-2. 培地 
 本研究で使用した培地の組成は Table 0-1 に示した。本研究では、A. nidulans
および A. oryzae の最少培地として Czapek-Dox（CD）培地を使用した。A. 
nidulans では，栄養要求性に応じて arginine（0.2 g/L），biotin（0.02 mg/L），
pyridoxine（0.5 g/L），uridine（1.22 g/L），uracil（1.12 g/L）を添加した。A. 
oryzae では、niaD の栄養要求性を持つ株の培養の際は 10 × Stock Sol.の窒素源
を 70 mM sodium nitrate の代わりに 70 mM sodium hydrogen L(+)-glutamate 
monohydrate にした CD 培地（CDE 培地）を用いた。また，adeA の栄養要求性
を持つ株を培養する際は，0.01% となるように adenine を添加した CDE 培地
（CDEA 培地）を用いた。Escherichia coli の培養には LB 培地を用い、抗生物
質として適宜アンピシリンやカナマイシンを添加した。上記培地を寒天平板培
地として使用する場合には、MEA 培地を除き終濃度 1.5% (w/v)となるよう agar
を加えた。MEA 培地では終濃度 2% (w/v)の agar を加えた。 
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0-2-3. 分生子懸濁液 
 A. nidulans では変異株の栄養要求性を満たすような CD 寒天平板培地に分生
子を接種し、分生子が十分に形成されるまで約 7 日間、37oC にて静置培養した。
プレート 1 枚あたり 5 mL の滅菌済み PBS + 0.1% Tween 20 を寒天平板培地上に
撒き、コンラージ棒で分生子を掻き取り懸濁した。また、A. oryzae では CD 寒天
平板培地もしくは MEA 培地に分生子を接種し、分生子が十分に形成されるまで
約 7 日間、30oC にて静置培養した。プレート 1 枚あたり 10 mL の滅菌済み分生
子懸濁液を寒天平板培地上に撒き、コンラージ棒で分生子を掻き取り懸濁した。
A. nidulans，A. oryzae とも、各菌株の分生子懸濁液に混入する菌糸を取り除く目
的で、滅菌済みのセルストレイナー（穴径 70 µm; Corning, New York, USA）を用
いてろ過し、分生子のみを 50 mL 容チューブに回収し、分生子懸濁液とした。
分生子数はトーマ血球計算盤にて計数した。 
 
第３節 遺伝子実験の基本的手技 
0-3-1. E. coli コンピテントセルの作製 
 使用した buffer および培地類は Table 0-1 および Table 0-2 に示した。プラス
ミド DNA を効率良く大腸菌に導入するため、E. coli DH 5α 株のコンピテント
セルを塩化カルシウム法[91]によって調製した。まず、-80℃で保存した DH 5α
株を LB 寒天平板培地にストリークし、37℃で一晩培養した。次に、生育した
コロニーを 200 mL の SOB 培地（Becton Dickinson and Company, Sparks, USA; 
500 mL 容三角フラスコを使用）に接種し、18oC で振盪培養した。O.D.600 = 0.4—
0.8 になったら培養を止め、氷中にて 10 分間冷却した。培養液は 4oC, 3,000 × g, 
15 分間遠心し、培養上清を取り除いた。60 mL の氷冷した TB に菌体を懸濁し
さらに氷中で 10 分間冷却し、4oC, 3,000 × g, 15 分間遠心した。上清を取り除い
た後、10 mL の氷冷 TB に懸濁し、50 mL の遠沈管に移し、750 µL の DMSO
（終濃度 7%[v/v]）を添加し、氷中で 10 分間冷却した。菌液を 1.5 mL 容チュー
ブに 200 µL ずつ分注し、液体窒素で直ちに凍結させた後、-80oC で保存した。 
 
0-3-2. E. coli の形質転換法 
 氷中で解凍した 50—100 µL のコンピテントセルと 1 µL（10 pg—1 ng）のプラ
スミドを混合し、氷中に 20 分間静置した後、42oC で 45 秒間ヒートショックを
与えた。氷中に 2 分間静置したコンピテントセルをアシストチューブ
（Sarstedt, Nümbrecht, Germany）に移し、500 µL の SOC 培地を加え、37oC, 45
分間振盪培養した。振盪培養後の菌体を 3,000 × g, 5 分間遠心して集菌し、抗生
物質（アンピシリンまたはカナマイシン; 終濃度 50 µg/mL）を加えた LB 寒天
平板培地に撒き、コンラージ棒を用いて培地に広げた。37oC で 12—16 時間培養
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し、抗生物質耐性株を選抜した。 
 
0-3-3. プラスミド DNA の回収法 
プラスミド DNA の回収は NucleoSpin Plasmid Easy Pure（Macherey-Nagel GmbH 
& Co. KG, Düren, Germany）あるいは NucleoBond Xtra Midi（Macherey-Nagel GmbH 
& Co. KG）を用いて行った。操作は付属のプロトコルに従い行った。 
 
0-3-4. アガロース電気泳動による DNA の解析 
 DNA の電気泳動は，TAE 緩衝液（Table 0-2）を用いて、同緩衝液で作製した
1.0%または 2.0%アガロースゲルを用いて行った。DNA の検出は 0.5 mg/mL のエ
チジウムブロマイドでゲルを染色し、UV-トランスイルミネーターBio Printer
（Bio Craft, Tokyo, Japan）を用い、蛍光を検出することにより行った。この際、
分子量のサイズマーカーとして λ/EcoT14I digest, 500 bp ladder, 100 bp ladder を適
宜使用した。 
 
0-3-5. 制限酵素による DNA の切断 
 DNA を制限酵素で処理する際には、各々の制限酵素に添付された緩衝液中で
行った。制限酵素の量は反応系の 1/10 量を超えないようにした。処理後は製品
のマニュアルに従い酵素を失活させ、必要に応じてフェノール・クロロホルム
抽出およびエタノール沈殿を行い、適量の TE（Table 0-2）あるいは滅菌水に溶
解した。DNA 断片を回収する場合には、DNA 溶液をアガロースゲル電気泳動
し、長波長の UV（365 nm）照射下で目的サイズの DNA 断片を切り出し、GFX 
PCR DNA and Gel Band Purification Kit（GE Healthcare UK Ltd, Little Chalfont, 
England）を用いて DNA 断片を抽出した。 
 
0-3-6. PCR 
 PCR には、DNA ポリメラーゼとして KOD FX（Toyobo）、PrimeSTAR HS 
DNA polymerase を使用した。反応系は各酵素の付属のプロトコルに従い調製し
た。サーマルサイクラーは GeneAmp PCR System 9700（Applied Biosystems, 
Carlsbad, USA）を使用した。 
 
0-3-7. ベクターDNA、インサート DNA の調製 
 ベクターDNA は、先に述べた方法（0-3-4, 0-3-5）で調製したプラスミドを制
限酵素で完全に切断し、アガロース電気泳動に供した後、ゲルから目的サイズ
の DNA 断片を抽出することにより得た。 
 インサート DNA は、プラスミドから切り出したものを用いる場合、以下の
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ように調製した。目的のプラスミドを適当な制限酵素で完全に切断した後、ア
ガロース電気泳動に供した。ゲルから目的サイズの DNA 断片を抽出したもの
をインサート DNA とした。PCR 産物を用いる場合、先に述べた方法（0-3-6）
で増幅した DNA 断片をアガロース電気泳動に供し、ゲルから目的サイズの
DNA 断片を抽出したものをインサート DNA とした。 
ベクターDNA として T-vector を用いる場合はインサート DNA の 3’末端に A
付加を行った。A 付加は 8 µL の PCR 産物に 1 µL の 10 × Ex-Taq buffer (Takara), 
0.5 µL の 100 mM dATP (Takara)および 0.5 µL の Ex-Taq (Takara)を混合し、65oC
で 10 分間加温することにより行った。 
 
0-3-8. ライゲーション 
 ライゲーション反応は、調製したベクターDNA とインサート DNA のモル比
が 1：3 となるよう混合し、Ligation-Convenience Kit（Nippon Gene, Tokyo, 
Japan）に付属の 2 × Ligation Mix を等量（ベクターDNA 量とインサート DNA
量の合計量）添加し、16oC または室温で 30 分間反応させることにより行っ
た。反応液は先に述べた方法（0-3-2）に従い、E. coli の形質転換に用いた。 
 
0-3-9. In-Fusion 反応 
In-Fusion 反応は，In-Fusion HD Cloning Kit（Clontech, Mountain View, USA）の
プロトコルに従い行った。ただし、反応系は推奨プロトコルの半分量（5 µL）と
した。調製した反応液は、50oC, 15 分間加温した後、先に述べた方法（0-3-2）に
従い E. coli の形質転換に用いた。 
 
0-3-10. ゲノム DNA の抽出 
 PCR に用いるゲノム DNA を精製する際は下記の方法により行った。A. 
nidulans および A. oryzae を CD 寒天平板培地にて分生子が形成されるまで培養
し、白金耳を用いて分生子を掻き取り、YPD 培地を 500 µL 添加した 1.5 mL 容
チューブに接種し、菌体が生育するまで 2 日間程度培養した。10,000 × g, 10 分
間遠心し、培養上清を除去し、ペーパータオルを用いて菌体に含まれる水分を
除去した。菌体を入れたチューブに適量の 0.5φ ジルコニアビーズ（Tomy Seiko 
Co., LTD., Tokyo, Japan）を添加し、150 µL の Nuclei Lysis Solution（Promega, 
Fitchburg, USA）を加え、Micro Smash MS-100R（Tomy Seiko Co., LTD.）を用い
て 4,500 rpm, 2 分間運転し菌体を破砕した。65oC, 15 分間静置した後、100 µL
の Protein Precipitation Solution（Promega）を加え、vortex により混合した。
15,000 × g, 10 分間遠心し、上清を回収しエタノール沈殿を行った。エタノール
沈殿により得られた沈殿は減圧乾燥した後、50 µL の 10 µg/mL RNase 入り TE
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に溶解し、ゲノム DNA を取得した。 
 サザンブロッティングに用いるゲノム DNA を精製する際は下記の方法によ
り行った。50 mL の YPD 液体培地に分生子 5 × 106個を接種し、30oC, 160 rpm で
24 時間振盪培養した。菌体を Miracloth（Merck Millipore, Darmstadt, Germany）で
集菌し、水分を除去した。予め-80℃に冷却しておいた乳鉢に菌体を入れ、液体
窒素を注いで凍結させ、粉状になるまで乳棒で素早く破砕した。菌体粉末を TE・
溶菌 buffer (Table 0-2)混合液（各 750 μL）に懸濁し、ピペッティングによりよく
混合した。菌体懸濁液は 5 分ごとに転倒攪拌し、室温で 15 分間インキュベート
した。その後 10,000 × g, 10 分間遠心分離し、上清を新しいチューブに回収した。
上清に対してフェノール・クロロホルム抽出を 2 回行い、その後クロロホルム
抽出を 1 回行った。クロロホルム抽出の水層をエタノール沈殿し、得られた沈
殿は 70%エタノールで洗浄後、減圧乾燥した。乾燥後、沈殿は 10 µg/mL RNase
入り TE に溶解し、ゲノム DNA を取得した。 
 
0-3-11. Total RNA の抽出 
 後述の各種条件で培養した菌体を Miracloth で回収し、ペーパータオルで水
分を除去した。菌体を 1.5 mL 容チューブに入れ、液体窒素で速やかに凍結し、
RNA 抽出操作まで-80℃で保存した。 
 RNA 抽出の際は、凍結した菌体が融解しないよう気を付けながら、液体窒素
中で乳鉢および乳棒を用いて粉状になるまで素早く破砕した。冷却した 1.5 mL
容チューブに菌体を集め、Sepasol® RNA I（Nakarai Tesque）を使用し付属のプ
ロトコルに従って total RNA を抽出した。なお、DNase I（Qiagen, Hilden, 
Germany）による処理も付属のプロトコルに従い行った。 
 
0-3-12. cDNA の合成 
 抽出した RNA の濃度を Spectrophotometer ND-1000（NanoDrop Technology, 
Wilmington, USA）で測定した。測定した RNA 濃度を基に total RNA 2 µg/10 µL
となるよう RNase-free water で希釈し、RNA サンプル溶液とした。RNA サンプ
ル溶液と High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems）を
用いて逆転写反応を行い、cDNA を合成した。操作は付属のプロトコルに従っ
て行った。下記に示す反応系を氷中で調製した。 
 
 10 × RT Buffer     2 µL 
 25 × dNTP Mix (100 mM)   0.8 µL 
 10 × Random Primers    2 µL 
 MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/µL) 1 µL 
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 Total RNA     x µL (2 µg) 
 RNase-free water    (20 - x) µL 
   Total    20 µL 
 
 逆転写反応は以下のステップで行った。反応にはサーマルサイクラー
GeneAmp PCR System 9700 を使用した。 
 
1 : 25oC 10 分 
2 : 37oC 120 分 
3 : 85oC 5 分 
 
 得られた cDNA 溶液 20 µL に滅菌水 180 µL を加えたものを cDNA サンプル
として使用した。 
 
0-3-13. 定量 PCR 
 定量 PCR には KOD SYBR qPCR Mix（Toyobo）を使用した。以下の反応液を
氷中で調製した。解析は 1 サンプルあたり 3 連で行った。 
 
〈反応系〉 
KOD SYBR qPCR Mix 10 µL 
Primer Fw (10 µM)  0.4 µL (終濃度 0.2 µM) 
Primer Rv (10 µM)  0.4 µL (終濃度 0.2 µM) 
滅菌水   5.2 µL 
20 ng/µL cDNA  4 µL                 
 Total   20 µL 
 
〈PCR 条件〉 
1 : 95oC 2 分 
2 : 95oC 10 秒 
3 : 55oC 10 秒 
4 : 68oC 30 秒 
5 : 65oC 
6 : 95oC 
2—4 のステップを 40 サイクル行った。4, 5 のステップは 65oC から 95oC まで
0.5oC おきに 5 秒間ずつ加熱し、反応産物の融解曲線および融解ピークを検出
するための反応である。 
16 
 
 
 PCR および蛍光検出には Mini Opticon Real-Time PCR System（Bio-Rad, 
Hercules, USA）を使用した。解析ソフトは Bio-Rad CFX Manager 2.1 を使用し
た。PCR 後の解析の際は Threshold line を設定し、このラインに蛍光強度が達
するまでのサイクル数（Threshold line cycle [Ct]値）を求めた。Ct 値はサンプル
の 3 連の平均値を採用した。 
 
0-3-14. 糸状菌の形質転換（プロトプラスト・PEG 法） 
 A. nidulans および A. oryzae の形質転換はプロトプラスト・PEG 法により行っ
た[92]。宿主株の分生子 2 × 107個を 500 mL 容三角フラスコ中の 200 mL の
YPD 培地に接種し、37oC（A. nidulans の場合）または 30oC（A. oryzae の場合）
で 20 時間振盪培養した。生育した菌体をオートクレーブ滅菌したミラクロス
付漏斗を用いて回収し、滅菌水で洗浄し培地を除去した。洗浄した菌体は滅菌
したスパーテルを用いてプレスし、できるだけ水分を除去した。プレスした菌
体を 50 mL 容チューブに入れ、0.20 µm のフィルタでろ過したプロトプラスト
化溶液を 25 mL 加えて懸濁した。30oC, 83 rpm で 3 時間振盪し、細胞壁を消化
することでプロトプラストを作製した。反応後、滅菌したミラクロス付漏斗で
未消化の菌体をろ過し、ろ液を 4oC, 2,000 × g, 5 分間遠心分離し、プロトプラス
トを回収した。回収したプロトプラストを 10 mL の 0.8 M NaCl で洗浄し、プロ
トプラストが 2 × 108個/mL となるように Sol. I を加えて懸濁した後、1/5 量の
Sol. II を加え、よく混合し氷中に静置した。予め 15 mL 容チューブに DNA 溶
液を 1—20 µg 入れておき、そこに 240 µL のプロトプラスト溶液を分注し、氷中
で 25 分間静置した。次に、1 mL の Sol. II を加え、よく混合した後、室温で 20
分間放置した。10 mL の Sol. I を加え、よく混合した後、2,000 × g, 室温、5 分
間遠心し、上清を取り除いた。プロトプラストの沈殿に 300 µL の Sol. I を加
え、均一に懸濁したものを 0.8 M NaCl を含む CD 選択寒天平板培地に撒いた
後、5 mL の同じ組成の軟寒天培地（0.6%[w/v] agar）を注ぎ、プロトプラスト
を均一に懸濁するよう重層した。その後、37oC または 30oC で，コロニーを形
成するまで培養した。 
 
0-3-15. サザンブロッティング 
 サザンブロッティングは DIG-High Prime DNA Labelling and Detection Starter 
Kit I（Roche Life Science, Basel, Switzerland）を使用して行った。 
 
【プローブの調製】 
プローブとする DNA 断片を PCR によって増幅し、アガロース電気泳動に
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供し、目的のバンドゲルから抽出した。1.5 mL 容チューブに 1 µg の DNA 断片
を入れ、容量が 16 µL となるよう滅菌水を加えた。98oC のブロックインキュベ
ーターで 10 分間加熱し、DNA を熱変性させ、氷中で直ちに冷却した。4 µL の
DIG-High Prime を DNA 断片の入った溶液に加え、よく混和し、37oC で一晩反
応させることによりジゴキシゲニン（DIG）ラベリングさせた。反応は 65oC で
10 分間加熱することにより停止させた。DIG ラベルの確認はメンブレン
Hybond-N+ (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)にスポットし、検出反応で発色が
見られることを確認することで行った。DIG ラベルしたプローブは使用するま
で-20℃で保存した。使用する際は 98oC のブロックインキュベーターで 5 分間
加熱しプローブを変性させ、氷中で 5 分間放置した。 
 
【メンブレンの作製】 
 先に述べた方法（0-3-10）で抽出したゲノム DNA はサザン解析による遺伝
子導入の確認が可能な制限酵素で完全に消化した。これをアガロースゲル電気
泳動に供した。アガロース濃度は 0.8%とした。電気泳動は電気泳動ユニット
HE99 Max™（Hoefer, Holliston, USA）を使用し、50 V で泳動した。アガロース
電気泳動終了後、エチジウムブロマイド溶液で染色し、蛍光の検出により制限
酵素による消化を確認した。ゲルを 250 mM HCl 中に浸漬し、ブロモフェノー
ルブルーのマーカーが青から黄色に変わるまで 20 分間室温にて振盪し、DNA
の脱プリン化を行った。次に、ゲルを変性溶液（0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl）中
に浸漬し、20 分間室温にて振盪することで DNA を変性させた。さらにゲルを
中和溶液（2 M Tris-HCl [pH 7.2]）中で 20 分間室温にて振盪し、ゲルを中和さ
せた。その後，20 × SSC を用いてアガロースゲルから Hybond N+への転写を一
晩行った。転写が完了したメンブレンは 10 × SSC を含ませた 3MM CHR ろ紙
（Whatman）上に置き，UV クロスリンカーを用いて 700 µJ/cm2, 5 分間反応さ
せ、DNA をメンブレン上に固定化した。メンブレンは蒸留水で軽く洗浄した
後、乾燥させ使用まで 4℃で保存した。 
 
〈20 × SSC〉 
3 M NaCl 
0.3 M クエン酸三ナトリウム 
pH 7.0 
 
【ハイブリダイゼーション】 
予め適量のハイブリダイゼーションバッファーDIG Easy Hyb を 44oC に温め
た。メンブレンをハイブリダイゼーションバッグに入れ、DIG Easy Hyb を必
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要量（10 mL/メンブレン 100 cm2）添加し、44oC で 30 分間穏やかに振盪しプ
レハイブリダイゼーションさせた。プレハイブリダイゼーション溶液を捨て、
温めておいた新しいハイブリダイゼーションバッファーに DIG ラベルした
DNA プローブを加え（ハイブリダイゼーションバッファー1 mL あたり 25 
ng）、メンブレンの入ったバイブリダイゼーションバッグに加えた。44oC で一
晩穏やかに振盪させながらインキュベートすることでハイブリダイゼーション
を行った。 
 
【メンブレンのストリンジェンシー洗浄】 
 メンブレンを清潔なタッパーウェアに移し、十分量の 2 × SSC, 0.1% SDS 中
で室温にて 5 分間 × 2 回穏やかに振盪させながら洗浄した。次に、予め 65oC
に加熱しておいた 0.5 × SSC，0.1% SDS 中で，65oC，15 分間 × 2 回穏やかに振
盪させながら洗浄した。 
 
【免疫検出】 
 以下の操作はすべて室温で穏やかに振盪させて行った。ストリンジェンシー
洗浄の後、洗浄用バッファー中で 5 分間メンブレンを洗浄した。次に、50 mL
のブロッキング溶液中で 30 分間インキュベートした。20 mL の抗体溶液中で
30 分間インキュベートし、アルカリフォスファターゼ（AP）標識抗 DIG 抗体
を結合させた。100 mL 洗浄用バッファー中で 15 分間 × 2 回洗浄した後、20 
mL の検出用バッファー中で 5 分間平衡化させた。メンブレンフィルターをハ
イブリダイゼーションバッグに入れ、用時調製した 10 mL の発色基質溶液を添
加し、暗所で静置し検出反応を行った。十分な発色強度が得られたら、メンブ
レンを蒸留水で洗浄することにより発色反応を停止し、GT-X750（EPSON, 
Suwa, Japan）でメンブレンを画像化し保存した。 
 
〈洗浄用バッファー〉 
0.1 M マレイン酸 
0.15 M NaCl 
0.3% (v/v) Tween 20 
pH 7.5 
 
〈マレイン酸バッファー〉 
0.1 M マレイン酸 
0.15 M NaCl 
pH 7.5 
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〈検出用バッファー〉 
0.1 M Tris-HCl 
0.1 M NaCl 
pH 9.5 
 
〈ブロッキング溶液〉 
10 ×ブロッキングストック溶液をマレイン酸バッファーで希釈し，1 
× 濃度として使用した。 
 
〈抗体溶液〉 
AP 標識抗 DIG 抗体をブロッキング溶液で 5000 倍に希釈（終濃度 
150 mU/mL）し使用した。 
 
〈発色基質溶液〉 
10 mL の検出用バッファーに 200 µL の NBT/BCIT を加えて使用し
た。 
 
第４節 タンパク質実験の基本的手技 
0-4-1. タンパク質サンプルの調製 
 タンパク質溶液に 100%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）を終濃度 33%となるよ
うに加えてよく混和し、氷中で 45 分間放置した。15,000 × g, 4oC, 20 分間遠心
し上清を除去した後、再度 15,000 × g, 4oC, 5 分間遠心し、上清を注意深く除去
した。得られた沈殿に 16 µL の 1 × sample buffer と 4 µL の 1.5 M Tris-HCl (pH 
8.8)を加え，5 分間 vortex しよく混合した。95oC で 5 分間加熱し SDS 化したも
のを電気泳動に用いた。 
 
0-4-2. SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE） 
 SDS-PAGE は Laemmli の方法に従い行った[93]。 
 
〈分離ゲル〉 
      10%  17.5%   
29.2% acrylamide, 0.8% bis-acrylamide solution  4.0 mL   7.0 mL 
1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)     2.4 mL   2.4 mL 
DW      5.48 mL  2.48 mL 
10% 過硫酸アンモニウム（APS）  100 µL   100 µL 
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TEMED      10 µL    10 µL 
 
以上を混合し、ゲル板に流し込み、続いて脱塩水を静かに重層し、室温にて重
合させた。 
 
〈濃縮ゲル〉                                           
29.2% acrylamide, 0.8% bis-acrylamide solution 1.2 mL 
0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)    2.0 mL 
DW      4.8 mL 
10% APS      80 µL 
TEMED      10 µL  
 
以上を混合し、重層した脱塩水を十分に取り除いた分離ゲルに重層し、コーム
を挿し込み、室温にて重合させた。 
 
〈泳動・検出〉 
 SDS-PAGE 泳動 buffer（50 mM Tris, 384 mM グリシン, 0.1% SDS）で泳動槽を
満たし、定電流 25 mA で泳動した。分子量マーカーとして Clearly Stained 
Protein Ladder（Takara）を同時に泳動した。泳動終了後、CBB 染色液（50%メ
タノール、10%酢酸、0.25% Coomassie Brilliant Blue [CBB] R-250）にて染色を
行った。染色後、十分量の脱塩水でゲルを脱色した。 
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Figure 0-1. Speculative architecture of the cell wall of filamentous fungi. AGS, α-
1,3-glucan synthase; BGS, β-1,3-glucan synthase; CHS, chitin synthase; ECM, 
extracellular matrix. (This figure is cited from Yoshimi et al. [36]) 
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Figure 0-2. Growth characteristics of the wild-type, ΔagsA, ΔagsB, and ΔagsAΔagsB 
strains of Aspergillus nidulans under liquid culture conditions. Conidia (final conc. 
5.0 × 105/mL) of respective strains were inoculated into CD liquid medium and rotated at 
160 rpm at 37oC for 18 h. 
 
 
Figure 0-3. Growth characteristics of the wild-type (WT), ΔagsAΔagsBΔagsC strains 
of Aspergillus oryzae under liquid culture conditions. Conidia (final conc. 1.0 × 
105/mL) of the wild-type and ΔagsAΔagsBΔagsC strains were inoculated into YPD liquid 
medium and rotated at 120 rpm at 30oC for 24 h. Upper row, photographs of cultures in 
Erlenmeyer flasks; lower row, representative hyphal pellets of each strain under a 
stereomicroscope. Scale intervals are 1 mm. 
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Table 0-1. Growth media used in this study 
For cultivation of Escherichia coli 
LB medium (/L)  Final conc.  
 Tryptone 10 g 1% 
 Yeast extract 5 g 0.5% 
 NaCl 5 g 0.5% 
    
SOC medium (/L)  Final conc. 
 Tryptone 20 g 2% 
 Yeast extract 5 g 0.5% 
 1 M NaCl 10 mL 10 mM 
 1 M KCl 2.5 mL 2.5 mM 
 1 M MgSO4 10 mL 10 mM 
 1 M MgCl2 10 mL 10 mM 
 2 M glucose 10 mL 20 mM 
    
For cultivation of Aspergillus nidulans 
 CD medium (/L)  Final conc.  
 10 × stock soln. 100 mL  
 1000 × trace elements soln.  1 mL  
 1 M MgSO4 2 mL 20 mM 
 20% / 40% glucose 50 mL 1% / 2% 
    
 10 × stock soln. (/L)  Final conc.  
  NaNO3 60 g 70 mM 
  KCl 5.2 g 0.052% 
  KH2PO4 15.2 g 0.152% 
 Adjust to pH 6.5 with 10 N KOH   
    
 1000 × trace elements soln.  Final conc.  
  FeSO4・7H2O 1.0 g 0.1% 
  ZnSO4・7H2O 8.8 g 0.88% 
  CuSO4・5H2O 0.4 g 0.04% 
  MnSO4・4H2O 0.15 g 0.015% 
  Na2B4O7・10H2O 0.1 g 0.01% 
  (NH4)2Mo7O24・4H2O 0.05 g 0.005% 
    
 Amino acid and vitamins (/L)   
 Arginine 0.2 g  
 Biotin  0.02 mg  
 Pyridoxine  0.5 mg  
 Uridine  1.22 g  
 Uracil  1.12 g  
    
YPD medium (/L)  Final conc. 
 Bacto peptone 20 g 2% 
 Yeast extract 10 g 1% 
 Glucose 20 g 2% 
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Table 0-1. Growth media used in this study (continued) 
For cultivation of Aspergillus oryzae 
 CD medium (/L)  Final conc.  
 10 × stock soln. 100 mL  
 1000 × trace elements soln.  1 mL  
 1 M MgSO4 2 mL 20 mM 
 40% glucose 50 mL 2% 
    
 10 × stock soln. (/L)  Final conc.  
  NaNO3* 60 g 70 mM 
  KCl 5.2 g 0.052% 
  KH2PO4 15.2 g 0.152% 
 Adjust to pH 6.5 with 10 N KOH   
    
 *For CDE medium   Final conc. 
 Sodium hydrogen L(+)-glutamate monohydrate 130.9 g 70 mM 
    
 1000 × trace elements soln.  Final conc.  
  FeSO4・7H2O 1.0 g 0.1% 
  ZnSO4・7H2O 8.8 g 0.88% 
  CuSO4・5H2O 0.4 g 0.04% 
  MnSO4・4H2O 0.15 g 0.015% 
  Na2B4O7・10H2O 0.1 g 0.01% 
  (NH4)2Mo7O24・4H2O 0.05 g 0.005% 
    
 Base (/L)  Final conc. 
 1% adenine 10 mL 0.01% 
    
 MEA medium (/L)  Final conc. 
 Malt extract 90 g 9% 
 Yeast extract 5 g 0.5% 
 1000 × trace elements soln. for CD medium 1 mL  
    
YPD medium (/L)  Final conc. 
 Bacto peptone 20 g 2% 
 Yeast extract 10 g 1% 
 40% glucose 50 mL 2% 
    
 YPM medium (/L)  Final conc. 
 Bacto peptone 20 g 2% 
 Yeast extract 10 g 1% 
 40% maltose 50 mL 2% 
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Table 0-1. Growth media used in this study (continued) 
For cultivation of Aspergillus oryzae 
 Modified Brian medium (/L)  Final conc.  
 10 × stock soln. 100 mL  
 1000 × trace elements soln.  1 mL  
 L-asparagine monohydrate 2 mL 2% 
 400 g/L MgSO4・7H2O 5 mL 0.2% 
 50% glucose 100 mL 5% 
    
 10 × stock soln. (/L)  Final conc.  
  NH4NO3 60 g 0.24%  
  KH2PO4 100 g 1% 
 Adjust to pH 5.4 with 10 N KOH   
    
 1000 × trace elements soln. (/L)  Final conc. 
  ZnSO4・7H2O 26 g 0.0026% 
 CuSO4・5H2O 2.6 g 0.00026% 
  Co(NO3)2・6H2O 1.3 g 0.00013% 
  CaCl2 65 g 0.0065% 
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Table 0-2. Buffers used in this study 
TE buffer   
 Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM  
 EDTA 1 mM  
    
Lysis buffer   
 Tris-HCl (pH 8.0) 50 mM  
 EDTA 10 mM  
 NaCl 100 mM  
 SDS 2%  
    
50 × TAE buffer   
 Tris-acetate 2 M  
 EDTA 0.1 M  
    
Spore suspension buffer   
 NaCl 150 mM  
 Tween 20 0.1%  
 Na phosphate buffer (pH 7.2) 10 mM  
    
For generation of E. coli competent cells   
 Transformation buffer (/L)   
 PIPES 3 g  
 CaCl2・2H2O 2.2 g  
 KCl 18.6 g  
 Adjust to pH 6.8 with 5 N KOH  
 MnCl2・4H2O 10.9 g  
    
For fungal transformation   
 Sol. I  Sol. II  
 NaCl 0.8 M   PEG4000 40% 
 CaCl2 10 mM   CaCl2 50 mM 
 Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM   Tris-HCl (pH 8.0) 50 mM 
    
Cell wall lytic soln.   
 Na phosphate buffer (pH 6.0) 10 mM  
 Lysing Enzymes (Sigma) 1%  
 Cellulase Onozuka R-10 (Yakult) 0.5%  
 Yatalase (Takara) 0.25%  
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第１章  モデル糸状菌 Aspergillus nidulans における細胞壁 α-1,3-グルカン
の分子量及び細胞壁中の局在と菌糸凝集の関係性の解析 
 
第１節 緒言 
 
 モデル糸状菌 Aspergillus nidulans においては、２種の α-1,3-グルカン合成酵素
遺伝子（agsA, agsB）が存在する。当研究室ではこれまでに、agsB 遺伝子の破壊
によって α-1,3-グルカンが細胞壁から欠損したことから、通常の生育状態におい
ては AgsB が主に機能することを明らかにしてきた[12]。一方、agsA は通常の生
育状態では発現が微弱で、分生子柄において発現していることが報告されてい
るものの[80]、その機能について詳細は明らかになっていなかった。本研究では、
agsA と agsB の機能を明らかにするため、一方の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子
破壊株を親株として、agsA または agsB を構成的高発現プロモータである Ptef1
の制御下で高発現した株を作製した（それぞれ agsAOE株、agsBOE株）。agsAOE株
では agsB 遺伝子破壊株の菌糸分散性を回復し、菌糸の塊を形成した。このこと
は、AgsA も接着性の多糖の合成能を有することを示唆している。また、興味深
いことに、agsBOE 株は液体振盪培養条件下で野生株と類似した緊密な菌糸塊を
形成した一方で、agsAOE 株では密度の低い菌糸塊を形成した。すなわち、AgsA
と AgsB による合成多糖の違いや細胞壁中の局在の違いがこの表現型差をもた
らしたと考えられる。本章では、agsAOE 株と agsBOE 株における細胞壁 α-1,3-グ
ルカンの多糖の化学構造とその局在について解析し、α-1,3-グルカンと菌糸凝集
性の関係性について理解することを目的とした。 
 
第２節 実験材料および方法 
 
1-2-1. プラスミドおよび株の作製 
 本章で使用した菌株は Table 1-1 に記載した。また、プラスミドの作製の際に
使用したプライマーの配列を Table 1-2 に記載した。 
 
agsA 遺伝子の破壊 
agsA 遺伝子は Cre/変異型 loxP リサイクリングシステム[94]を利用して破壊し
た。agsA 遺伝子の破壊のために、プラスミド pAP-cre と pA-agsALR をそれぞれ
作製した。pAP-cre は以下の手順で作製した（Fig. 1-1A）。lox71, xynG2 プロモー
タ（PxynG2）および Cre を含む断片をプラスミド pAAG-cre [94]を鋳型として増
幅した（amplicon 1）。pyrG マーカーを麹菌のゲノム DNA を鋳型として増幅した
（amplicon 2）。この 2 断片と BamHI で線状化した pUC19 を In-Fusion HD Cloning 
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Kit (Clontech Laboratories)を用いて連結した。pA-agsALR は以下の手順で作製し
た（Fig. 1-1B）。agsA 遺伝子の 5’非翻訳領域（amplicon 3）および翻訳領域の一
部（amplicon 4）をそれぞれ A. nidulans ABPU1 のゲノム DNA より増幅した。こ
の 2 断片と BamHI で線状化した pUC19 を In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech 
Laboratories)を用いて連結した。次に、pA-agsALR を鋳型として、プライマー
ANagsALR-F および ANagsALR-R を用いて PCR 増幅した。この断片と、pAP-cre
を NotI で処理して得た xynG2 プロモータ、pyrG マーカーおよび loxP を含む断
片とを連結した（Fig. 1-1C）。得られたプラスミドは EcoRI で処理し、ABPU1 
(ΔligD)株および ΔagsB (ΔligD)株に形質転換した（Fig. 1-1D）。候補株はウリジン
およびウラシルを含まない CD 寒天平板培地上で選抜した。次に、マーカーリサ
イクルのために、グルコースを含まず、1%キシロース、ウリジンおよびウラシ
ルをそれぞれ含む CD 寒天平板培地上で生育させ、Cre を誘導した。この寒天平
板培地から分生子を掻き取り、ウリジンとウラシルを含む寒天平板培地と含ま
ない寒天平板培地上にそれぞれ接種し、前者にのみ生育が見られる株を選抜し
た。agsA 遺伝子の欠損は PCR によって確認した（Fig. 1-1E）。 
 
agsA, agsB 高発現株の作製 
 agsAOE 株および agsBOE 株は内在性のプロモータを、構成的に高発現する tef1
プロモータにそれぞれ置換することにより作製した。agsAOE株の取得のため、プ
ラスミド pAPyT-agsA を作製した（Fig. 1-2A）。agsA の 5’非翻訳領域（amplicon 
1）および翻訳領域の一部（amplicon 2）を A. nidulans ABPU1 のゲノム DNA を
鋳型として増幅した。また、pyroA マーカ （ーamplicon 3）をプラスミド pUCpyroA 
[12]を鋳型として増幅した。tef1 プロモータ（amplicon 4）は A. nidulans のゲノム
DNA を鋳型として増幅した。これら 4 断片と BamHI で線状化した pUC19 を In-
Fusion HD Cloning Kit (Clontech Laboratories)を用いて連結した。得られたプラス
ミドは NotI で処理し、ΔagsB 株の形質転換に用いた（Fig. 1-3A）。 
agsBOE株の取得のため、プラスミド pAPyT-agsB を作製した（Fig. 1-2B）。agsB
の 5’非翻訳領域（amplicon 1）および翻訳領域の一部（amplicon 2）を A. nidulans 
ABPU1 のゲノム DNA を鋳型として増幅した。また、pyroA マーカー（amplicon 
3）をプラスミド pUCpyroA [12]を鋳型として増幅した。tef1 プロモータ（amplicon 
4）は A. nidulans のゲノム DNA を鋳型として増幅した。これら 4 断片と BamHI
で線状化した pUC19 を In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech Laboratories)を用いて
連結した。得られたプラスミドは NotI で処理し、ΔagsA 株の形質転換に用いた
（Fig. 1-3B）。agsA および agsB 高発現株は pyroA の要求性により選抜した。両
高発現コンストラクトの正しい導入はサザンブロット解析により確認した。
ΔagsB 株および agsAOE株のゲノム DNA を EcoRI で、ΔagsA 株および agsBOE株
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のゲノム DNA をそれぞれ SphI で処理した。断片化させたゲノム DNA はアガロ
ース電気泳動し、荷電性ナイロン膜 Hybond-N+に転写後、DIG ラベルした特異
的なプローブを用いてハイブリダイズさせた（Fig. 1-3C）。agsA のプローブを用
いた場合、ΔagsB 株では 4.0 kb に、agsAOE株では 6.0 kb にそれぞれ想定通りの
バンドが検出された。agsB のプローブを用いた場合、ΔagsA 株では 5.6 kb に、
agsBOE株では 10.1 kb にそれぞれ想定通りのバンドが検出された（Fig. 1-3C）。 
アルギニン要求性を持つ株に対しては、BamHI で処理した pA-AoargB を形質
転換することによりその要求性を回復させた。pA-AoargB は以下の手順で作製
した（Fig. 1-4A）。A. nidulans の argB 遺伝子の 5’非翻訳領域（amplicon 1）およ
び 3’非翻訳領域（amplicon 2）をぞれぞれ A. nidulans ABPU1 のゲノム DNA を鋳
型として増幅した。また、A. oryzae の argB マーカー（amplicon 3）を A. oryzae
のゲノム DNA を鋳型として増幅した。これら 3 断片と BamHI で線状化した
pUC19 を In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech Laboratories)を用いて連結した。得ら
れたプラスミドは NotI で処理し、アルギニン要求性株の形質転換に用いた Fig. 
1-4B）。A. oryzae argB マーカーの置換は PCR により確認した（Fig. 1-4C）。 
一部の例外を除くすべての ligD 遺伝子破壊株は、NotI 処理したプラスミド
pAP-CligD を形質転換して ligD 遺伝子を相補させた（Fig. 1-5A）。pAP-CligD は
以下の手順で作製した。A. nidulans の amdS 遺伝子の 5’非翻訳領域（amplicon 1）
および 3’非翻訳領域（amplicon 2）をぞれぞれ A. nidulans ABPU1 のゲノム DNA
を鋳型として増幅した。また、A. oryzae の pyrG マーカ （ーamplicon 3）を A. oryzae
のゲノム DNA を鋳型として増幅した。プロモータおよびターミネータを含む
ligD 遺伝子全長（amplicon 4）を A. nidulans のゲノム DNA を鋳型として増幅し
た。これら 4 断片と BamHI で線状化した pUC19 を In-Fusion HD Cloning Kit 
(Clontech Laboratories)を用いて連結した。得られたプラスミドは NotI で処理し、
ligD 遺伝子破壊株の形質転換に用いた（Fig. 1-5B）。ligD 遺伝子の置換は PCR に
より確認した（Fig. 1-5C）。 
 
agsA, agsB プロモータ GFP 発現株の作製 
 agsA, agsB プロモータ GFP 発現株は、agsA, agsB のプロモータ領域の 3’末端
に EGFP 遺伝子を連結することにより作製した（Fig. 1-6）。agsA プロモータ GFP
発現株の取得のため、プラスミド pUC/AoargB-PagsA-EGFP を作製した（Fig. 1-
6A）。A. oryzae の argB マーカー（amplicon 1）を A. oryzae のゲノム DNA を鋳型
として増幅した。agsA の 5’非翻訳領域（amplicon 2）は A. nidulans のゲノム DNA
を鋳型として増幅した。EGFP-TagdA（amplicon 3）は pNA(N)EGFP [95]を鋳型と
して増幅した。これら 3 断片と BamHI で線状化した pUC19 を In-Fusion HD 
Cloning Kit (Clontech Laboratories)を用いて連結した。得られたプラスミドは
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ABPU1 株の形質転換に用いた。 
 agsB プロモータ GFP 発現株の取得のため、プラスミド pUC/AoargB-PagsB-
EGFP を作製した（Fig. 1-6A）。A. oryzae の argB マーカ （ーamplicon 1）を A. oryzae
のゲノム DNA を鋳型として増幅した。agsB の 5’非翻訳領域（amplicon 2）は A. 
nidulans のゲノム DNA を鋳型として増幅した。EGFP-TagdA（amplicon 3）は
pNA(N)EGFP [95]を鋳型として増幅した。これら 3 断片と BamHI で線状化した
pUC19 を In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech Laboratories)を用いて連結した。得ら
れたプラスミドは ABPU1 株の形質転換に用いた。 
 プロモータ GFP 発現カセットの挿入は PCR により確認した（Fig. 1-6B, C）。 
 
amyG 遺伝子破壊株の作製 
 amyG 遺伝子の 5’非翻訳領域（amplicon 1）および翻訳領域（amplicon 2）を A. 
nidulans のゲノム DNA を鋳型として、pyrG マーカー（amplicon 3）を A. oryzae
のゲノム DNA を鋳型としてそれぞれ増幅した（Fig. 1-7A）。得られた 3 断片は
ゲル抽出し、2 次目の PCR の鋳型として用い、3 断片を融合した。得られた PCR
産物はゲル抽出し、ABPU1 (ΔligD)株の形質転換に用いた。amyG 遺伝子の置換
は PCR により確認した（Fig. 1-7B）。 
 
1-2-2. 細胞壁成分の分画 
 各株の分生子を 200 mL の CD 液体培地に 5.0 × 105/mL となるよう接種し、
37oC, 160 rpm, 24 時間振盪培養した。生育した菌糸を Miracloth で回収し、水で
洗浄し、-80oCで凍結した。凍結させた菌糸は凍結乾燥させ、ミキサーミルMM400
（Retsch, Haan, Germany）用いて粉砕した。1 g の菌体粉末を 40 mL の 1 M リン
酸ナトリウム buffer（pH 7.0）に懸濁し、121oC, 60 分間オートクレーブした。オ
ートクレーブ後の懸濁液を 8,000 × g, 10 分間遠心分離し、上清を回収した。残渣
は再度同 buffer に懸濁し、121oC, 60 分間オートクレーブし、同様に上清を回収
した。これら 2 度の熱水抽出の上清を合わせて熱水抽出（HW）画分とし、水に
対して透析し、凍結乾燥した。熱水抽出の残渣は 50 mL の 2 M NaOH に懸濁し、
4oC で攪拌しながら 24 時間インキュベートした（アルカリ抽出）。インキュベー
ト後の懸濁液は 8,000 × g, 10 分間遠心分離し、上清をアルカリ可溶（AS）画分、
残渣をアルカリ不溶（AI）画分とした。アルカリ可溶画分は酢酸で中和し、水に
対して透析し、8,000 × g, 10 分間遠心分離した。この上清を AS1 画分、残渣を
AS2 画分とし、それぞれ凍結乾燥した。AI 画分は水に対して透析し、凍結乾燥
した。 
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1-2-3. 細胞壁画分の構成単糖分析 
 凍結乾燥した各画分 10 mg を 200 μL の 12.5 M 硫酸に懸濁し、4oC, 16 時間イ
ンキュベートした。その後、4.8 mL の水を懸濁液に加え、100oC, 12 h 加熱し加
水分解した（硫酸の終濃度 0.5 M）。加水分解反応後の溶液に炭酸バリウムを加
えて中和し、8,000 × g, 10 分間遠心分離し、上清を取得した。加水分解物の上
清の構成単糖は HPAEC-PAD により検出し定量した。分析条件は以下に記し
た。単糖成分の標準糖としてグルコース、ガラクトース、グルコサミン、ガラ
クトサミンおよびマンノースを用いた。 
 〈HPAEC 分析条件〉 
 カラム   CarboPac PA1, 4 × 250 mm 
    CarboPac PA1 guard 
カラム温度  35oC 
 コンパートメント温度 20oC 
 流速率   1 mL/min 
 定組成溶離液  18 mM NaOH 
 
1-2-4. アルカリ可溶画分の α-1,3-グルカナーゼ処理と遊離糖の定量 
 5 mg の AS2 画分を 10 µg の α-1,3-glucanase from Bacillus circulans KA-304 を
含む 1 mL の 50 mM リン酸カリウム buffer (pH 6.5)に懸濁し、37oC で 12 時間イ
ンキュベートした。反応後の溶液は 10,000 × g で遠心分離し、上清を回収し
た。残渣には再度酵素溶液を加え、同様に反応させた。酵素反応は計 3 回行っ
た。3 回分の反応上清を合わせて、1 M 硫酸で加水分解した。加水分解溶液中
に含まれる糖は glucose をスタンダードとし、1-2-3 の方法に従って定量した。 
 
1-2-5. 13C NMR 
〈準備〉 
1 mL の重水に 40 mg の水酸化ナトリウムを溶解し、1 M NaOH/D2O を調製し
た。解析するサンプルは凍結乾燥した。 
 
〈サンプルの溶解〉 
 サンプルを 1 M NaOH/D2O に飽和するまで加え，vortex により溶解させた。
内部標準として 5 µL の deuterated dimethyl sulfoxide（DMSO-d6）を加えた。 
 
〈NMR 解析〉 
 溶解したサンプルを 3,000 × g にて 5 分間遠心し，上清を NMR 解析に用い
た。解析には JEOL（Tokyo, Japan）JNM-ECX400P を使用し，以下の測定条件
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で行った。 
 
【解析条件】 
溶媒  1 M NaOH/D2O 
測定温度 35℃ 
スキャン数 72,000 回（約 60 時間） 
測定波長 100 MHz 
標準物質 DMSO-d6 
測定対象 13C 
 
1-2-6. メチル化分析 
メチル化分析は箱守法の簡易方法であるアルカリ DMSO 法[96, 97]に従った。
また、減圧乾固はすべて遠心濃縮器 VC-96R（Taitec, Koshigaya, Japan）を用い
て行った。 
 
〈準備〉 
 10 mL 容ねじキャップ付ガラス試験管に凍結乾燥標品約 3 mg を秤量し、真空
デシケータ中で 2 日間乾燥させた。 
 
〈メチル化〉 
 200 mg の水酸化ナトリウム（粉末状）を 9.1 mL（10 g）の無水ジメチルスル
ホキシド（DMSO）に加熱しながら溶解させてアルカリ DMSO 溶液を調製し
た。試料に 2 mL のアルカリ DMSO 溶液を加えて 45℃程度に加温し、ボルテッ
クスおよびスターラを用いて溶解させた。次に、ヨウ化メチルを 0.8 mL 加え、
スターラで攪拌しながら室温で 30 分間反応させた。水 4 mL を加えて反応を停
止させ、クロロホルムを 3 mL 加えて攪拌した後、2,000 rpm, 5 分間遠心分離を
行い、水層および中間層を除去した。再び水 4 mL を加えて攪拌し、遠心分離
の後に水層を除去した。この操作を計 3 回行った。クロロホルム層に 0.5 ml の
トルエンを加えて減圧乾固した。さらに、試料にトルエンを 1 mL 加えて減圧
乾固し、真空デシケータを用いて水を完全に除去した。メチル化の反応は計 2
回行った。 
 
〈加水分解〉 
 試料に 90% ギ酸（原液そのまま）を 2 mL 加え、ボルテックスにより激しく
攪拌し溶解させた。沸騰水浴中で 3 時間加熱した後、室温まで冷まし減圧乾固
した。1 M トリフルオロ酢酸を 2 mL 加え、ボルテックスにより激しく攪拌し
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て溶解させた。沸騰水浴中で 3 時間加熱した後、室温まで冷まし減圧乾固し
た。 
 
〈還元〉 
 試料を 1 mL の水に懸濁した。試験管に 33 mg の水素化ホウ素ナトリウムを
加え、スターラで攪拌しながら室温で一晩反応させた。メタノール/酢酸混合液
（1000 : 5）を各サンプルに 4 mL ずつ加えて反応を停止させた後、減圧乾固し
た。さらに試料をメタノール/酢酸混合液で洗浄し、減圧乾固した。この操作は
計 3 回行った。その後、各サンプルにメタノールを 3 mL ずつ加えて洗浄し、
減圧乾固した。この操作は計 3 回行った。最後の減圧乾固後、試料を真空デシ
ケータ中で乾燥させた。 
 
〈アセチル化〉 
 試料に 0.6 mL のピリジンおよび 0.6 mL の無水酢酸をそれぞれ加え、ボルテ
ックスにより激しく攪拌して溶解した。90oC のインキュベータ内で 90 分間反
応させた。途中、15 分ごとにボルテックスし攪拌した。反応後、室温まで冷ま
し、2 mL のトルエンを加え、減圧乾固した。2 mL のクロロホルムと 4 mL の水
を加えて攪拌し、遠心後に水層を取り除いた。再度 4 mL の水を加えて攪拌
し、水層を除去した。クロロホルム層に 0.5 mL のトルエンを加え、減圧乾固し
た。最後に 3 mL のクロロホルムにサンプルを溶解し、GC-MS 分析に供した。 
 
〈GC-MS 分析〉 
 メチル化したサンプルはガスクロマトグラフィーシステム GC-2010/GCMS-
QP2010（Shimadzu, Kyoto, Japan）を使用し分析した。分析条件は以下に記載し
た。 
 カラム  HP-5（長さ 30 m, 内径 0.320 mm, 膜厚 0.25 µm） 
   (Agilent J&W, Santa Clara, CA, USA) 
 カラム温度 60oC - 8oC /min - 280oC 
 試料導入温度 250oC 
 キャリアガス He 
 カラム流量 5 mL/min 
 
 各ピークは Shimadzu mass spectral libraries の情報と比較することにより同定
した。 
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1-2-7. 平均分子量の測定 
 AS2 画分 10 mg を 1 mL の 1 M NaOH に懸濁し、vortex し溶解させた。分子量
の標準物質として 2,160, 1,400, 500, 110, 70, 40, 20, 10 kDa のデキストランを用い
た。HPLC システム Dionex ICS-5000 を用いて分析した。分析条件は以下に記載
した。 
 
 カラム   Sugar KS-805, 8 × 300 mm 
    Sugar KS-G 6B 
    (Showa Denko Co. Ltd., Tokyo, Japan) 
カラム温度  35oC 
 流速率   1 mL/min 
 溶離液   1 M NaOH 
 検出器   示差屈折検出器 FLC-10 
    (Shimamura Tech Inc., Tokyo, Japan) 
 
 データ解析ソフトとして HY-PCR（Shimamura Tech Inc.）を用いた。 
 
1-2-8. Smith 分解 
 AS2 画分 20 mg を終濃度 30 mM の過ヨウ素酸ナトリウムを含む 10 mL の 0.1 
mM 酢酸ナトリウム buffer（pH 3.9）に懸濁した。この懸濁液は遮光し 4oC, 72 時
間攪拌しながらインキュベートした。反応後、100 µL のエチレングリコールを
加えて反応を停止し、水に対して透析した。次に、30 mg の水素化ホウ素ナトリ
ウムを加え、室温で 3 時間攪拌しながらインキュベートした。10% (v/v)酢酸を
用いて中和し、水に対して透析した。終濃度 0.5 M となるようトリフルオロ酢酸
を加え、室温で 24 時間攪拌しながらインキュベートした。サンプルは凍結乾燥
し、HPSEC に供した。 
 
1-2-9. 細胞壁多糖の蛍光標識 
 CD液体培地で 12時間振盪培養した各株の菌糸をスライドグラス上に滴下し、
55oC, 15 分間乾燥させた。PBS で 2 回洗浄した後、4% (w/v)パラホルムアルデヒ
ドを滴下し 15 分間放置し固定した。PBS で 2 回洗浄し、100 µg/mL の AGBD-
GFP, 100 µg/mL の抗 β-1,3-グルカンモノクローナル抗体（Biosupplies, Parkville, 
VIC, Australia）, 10 µg/mL の wheat germ agglutinin (WGA)-Alexa Fluor 350 conjugate
を含む PBS を滴下し、室温で 3 時間遮光しながらインキュベートした。PBS で
3 回洗浄し、抗マウス IgG-Alexa Fluor 594（Invitrogen, Garlsbad, CA, United States）
を含む PBS を滴下し、室温で 1 時間遮光しながらインキュベートした。PBS で
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2 回洗浄し、スライドグラスをかけ、共焦点レーザー顕微鏡 FluoView FV1000
（Olympus, Tokyo, Japan）を用いて観察した。GFP, Alexa-Fluor 350, Alexa Fluor 594
の検出には、それぞれ 488 nm (HV, 537 V), 405 nm (HV, 513 V), 543 nm (HV, 526 V) 
のレーザーをそれぞれ照射した。 
 α-1,3-グルカンの酵素分解には、細胞の固定後に 50 mM リン酸カリウム buffer 
(pH 6.5)で 2 回洗浄し、50 µg/mL の Bacillus circulans KA-304 由来 α-1,3-グルカナ
ーゼ[98]を含む 50 mM リン酸カリウム buffer (pH 6.5)を滴下し、37oC, 6 時間イン
キュベートした。その後、PBS で 3 回洗浄し、蛍光染色を行った。 
 β-1,3-グルカンの酵素分解には、細胞の固定後に 50 mM 酢酸ナトリウム buffer 
(pH 5.0)で 2 回洗浄し、500 µg/mL の A. niger 由来 β-1,3-glucanase (Sigma, St. Louis, 
MO, United States)を含む 50 mM 酢酸ナトリウム buffer (pH 5.0)を滴下し、55oC, 6
時間インキュベートした。その後、PBS で 3 回洗浄し、蛍光染色を行った。 
 
1-2-10. 栄養菌糸および有性生殖器官の α-1,3-グルカンの検出 
 栄養菌糸と子嚢果の細胞壁に含まれる α-1,3-グルカンを検出には、AGBD-GFP
を用いた。BPU1 株の栄養菌糸または子嚢果（20 mg）を 100 μg/mL の AGBD-GFP
を含む 50 mM リン酸カリウム buffer (pH 6.5)に懸濁し、30oC, 4 h 穏やかに振盪し
ながらインキュベートした。その後、50 mM リン酸カリウム buffer (pH 6.5)で 2
回洗浄し、倒立型蛍光顕微鏡 IX81 (Olympus)を用いて観察した。 
 
1-2-11. 統計手法 
 2 群間比較には Student’s t-test を用いた。多群間比較には Tukey’s test を用い
た。 
 
第３節 実験結果 
1-3-1. agsAOE, agsBOE株の表現型の観察 
 A. nidulans の agsAOE株および agsBOE株は、ΔagsB 株に対して agsA 高発現カセ
ットを、ΔagsA 株に対して agsB 高発現カセットをそれぞれ導入することにより
作製した（Fig. 1-3）。まず、agsAOE株の agsA 遺伝子の発現量を解析したところ、
野生株や ΔagsB 株に比べて顕著に増加した（P < 0.05; Fig. 1-8A）。また、agsBOE
株の agsB の発現量は野生株や ΔagsA 株に比べて顕著に増加した（P < 0.05; Fig. 
1-8B）。このことから、それぞれの高発現株において agsA または agsB の発現上
昇が認められることが示された。 
 CD寒天平板培地上で 4日間培養させたコロニーの生育は各株の間で顕著な差
異は認められなかった（Fig. 1-9）。CD 液体培地を用いた液体振盪培養において
は、先行研究と一致して[12]、野生株や ΔagsA 株は緊密な菌糸塊を形成したのに
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対し、ΔagsB では菌糸が分散した（Fig. 1-8C）。agsAOE株において ΔagsB 株の菌
糸分散性は回復し、菌糸密度の低い菌糸の塊を形成した（Fig. 1-8C）。agsBOE株
は野生株と類似した緊密な菌糸の塊を形成しながら生育した（Fig. 1-8C）。以上
のことから、agsAOE 株と agsBOE 株の間の凝集性の違いが AgsA と AgsB により
合成される多糖の化学構造の違いに起因する可能性が示唆された。 
 
1-3-2. agsAOE, agsBOE株の細胞壁成分の分画と構成単糖分析 
 まず、agsAOE株および agsBOE株の細胞壁成分を解析するために、熱水アルカ
リ抽出法によって細胞壁成分を分画した。HW 画分には主にグルコース（Glc）
が含まれており、少量のガラクトースとマンノースも含まれていた（Fig. 1-10A）。
agsAOE株と agsBOE株の HW 画分中のグルコース量は野生株に比べて少なかった
（Fig. 1-10A）。AS1 画分は各株ともほとんど糖が含まれていなかった（Fig. 1-
10B）。AS2 画分は主にグルコースと少量のマンノースを含んでいたが、
ΔagsAΔagsB 株においてはほとんどグルコースを含まなかった（Fig. 1-10C）。
agsAOE株および agsBOE株の総画分重量に対するAS2画分中のグルコース量はそ
れぞれ 18.9%および 18.2%で、野生株（6.6%）の約 3 倍であった。AI 画分には
各株ともそれぞれ 10%のグルコサミンとグルコースおよび 1—2%のマンノース
が含まれていた（Fig. 1-10D）。以上をまとめると、agsAOE株、agsBOE株とも細胞
壁中のアルカリ可溶グルカンの量が野生株に比べて増加することが示された。 
 
1-3-3. AS 画分に含まれる多糖の化学構造解析 
 先行研究では、A. nidulans の野生株の AS2 画分には主に α-1,3-グルカンが含ま
れていることが示されている[12]。agsAOE 株と agsBOE 株の間の菌糸凝集性の差
をもたらす要因を明らかにするため、AS2 画分に含まれる多糖の構成について
解析することとした。 
 野生株の AS2 画分およびポジティブコントロールとして用いたムタンをそれ
ぞれ α-1,3-グルカナーゼで処理したところ糖の遊離が検出された一方、
ΔagsAΔagsB 株の AS2 画分およびネガティブコントロールとして用いたカード
ランからはほとんど糖の遊離は認められなかった（Fig. 1-11）。agsAOE株と agsBOE
株の AS2 画分からは共に、野生株やムタンの場合と同様に糖の遊離が認められ
た（Fig. 1-11）。 
 13C NMR 解析により、野生株の AS2 画分と Streptococcus salivarius 由来の糖転
移酵素 GTF-J により酵素合成されたムタン[99]では典型的な α-1,3-グルカンのシ
グナルが検出された（Fig. 1-12）。agsAOE株と agsBOE株の AS2 画分からは共に、
ムタンと同一の化学シフトにシグナルが検出された（Fig. 1-12）。 
 次に、多糖のメチル化分析を行い、AS2 画分中の多糖の結合様式を決定した。
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野生株の AS2 画分には主に 1,3-グルコシド結合を示す 2,4,6-tri-O-methyl(Me)-
glucose (Glc) (1,3,5-triacetyl-2,4,6-tri-O-methyl-D-glucitol)が含まれていた（Table 1-
3）。また、少量の 2,3,4,6-tetra-O-Me-Glc（非還元末端）, 3,4,6-tri-O-Me-Glc（1,2-
グルコシド結合）, 2,4-di-O-Me-Glc（3,6-分岐）も検出された（Table 1-3）。1,4-グ
ルコシド結合（2,3,6-tri-O-Me-Glc）は α-1,3-グルカン鎖のプライマーまたはスペ
ーサー分子由来と考えられる。1,2-グルコシド結合はガラクトマンナンに由来す
ると考えられる。3,6-分岐は AS2 画分に混入する β-1,3/1,6-グルカンに由来する
と考えられる。野生株の AS2 画分と同様に、agsAOE株と agsBOE株の AS2 画分か
らはいずれも同じメチル化糖誘導体が検出された（Table 1-3）。以上の三つのア
プローチから、野生株、agsAOE株および agsBOE株の AS2 画分は主に α-1,3-グル
カンから構成されていることが明らかになった。 
 
1-3-4. AS 画分に含まれる多糖の分子量分析 
 糸状菌のアルカリ可溶グルカンの分子量は約 1,000 kDa であることが推定さ
れており[75]、その大きさから正確な分子量の推定が難しいとされてきた。本研
究では、HPSEC を用いてアルカリ可溶グルカンの分子量の効率的な評価方法を
確立した。分子量標準として用いたデキストランは、溶出量が大きくなるとその
分子量が小さくなり、70—2,160 kDa の間で対数近似しその分子量を見積もった。
agsAOE株のアルカリ可溶グルカンのピークは agsBOEに比べて小さい溶出量に検
出された（Fig. 1-13A）。agsAOE株のアルカリ可溶グルカンのピークトップ分子量
（Mp）は 1,480 ± 80 kDa で、agsBOE株（372 ± 47 kDa）の約 4 倍であった（P < 
0.01; Table 1-4）。野生株のアルカリ可溶グルカンの Mpは agsBOE株よりも小さか
った（P < 0.05; Table 1-4）。野生株のアルカリ可溶グルカンの量は agsBOE株より
も少なかったことから、野生株のアルカリ可溶グルカンが分解に対して感受性
が高い可能性が考えられる。これらの分子量は平均糖鎖重合度（DP）として 9,160 
± 520 (agsAOE), 2,230 ± 290 (agsBOE), 908 ± 319 (wild-type)に相当する（Table 1-4）。
野生株においては、13.5 mL 付近にも大きなピークが検出されたが、これは分解
されたアルカリ可溶グルカンに由来すると考えられる（Fig. 1-13A）。すなわち、
agsAOE株および agsBOE株の間のアルカリ可溶グルカンの分子量の違いが菌糸凝
集性の違いの主要な要因であることが示唆された。 
 
1-3-5. Smith 分解による AS グルカンの限定分解と分子量の分析 
 agsAOE株および agsBOE株のアルカリ可溶グルカンの間で、α-1,3-グルカンサブ
ユニットの化学構造が異なる可能性が考えられた。そこで、AS2 画分に対して糖
鎖中の 1,4-結合を選択的に加水分解する Smith 分解を行い、HPSEC を行った。
agsAOE株、agsBOE株とも、Smith 分解によりピークが非分解時よりも大きな溶出
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時間に検出された（Fig. 1-13B）。Smith 分解したアルカリ可溶グルカンの分子量
は 10—110 kDa のデキストランのピーク保持時間から作成した標準曲線から求め
た。その結果、Smith 分解により、agsAOE株では 41.6 kDa, agsBOE株では 38.3 kDa, 
野生株では 31.6 kDa の Mpを示した（Table 1-4）。これらの Mpはそれぞれ、DP
として 257 ± 36 (agsAOE), 237 ± 19 (agsBOE), 195 ± 23 (wild-type)に相当する（Table 
1-4）。agsAOE 株と agsBOE 株の間で Smith 分解したアルカリ可溶グルカンの分子
量に顕著な差異は認められなかった。 
 
1-3-6. 蛍光染色による α-1,3-グルカンの細胞壁中の局在の解析 
 上述のように、agsAOE株と agsBOE株の液体振盪培養における表現型がアルカ
リ可溶グルカンの分子量と関係していることが示唆された。一方、α-1,3-グルカ
ンの分子量の違いにより、両高発現株の間で細胞壁中の α-1,3-グルカンの空間分
布に違いが生じ、それが菌糸の凝集性の違いに寄与した可能性も考えられた。そ
こで、この仮説を検証するために、wild-type, agsAOE, agsBOE株の α-1,3-グルカン、
β-1,3-グルカンおよびキチンを蛍光ラベルし観察した。野生株においては、α-1,3-
グルカンが細胞の輪郭に沿って強くラベルされた一方、β-1,3-グルカンやキチン
は弱くラベルされたのみであった（Fig. 1-14）。ΔagsAΔagsB 株においては、β-1,3-
グルカンやキチンが強くラベルされた（Fig. 1-14）。agsBOE株においては α-1,3-グ
ルカンが強くラベルされた一方、agsAOE株の α-1,3-グルカンは弱くラベルされた
のみであった（Fig. 1-14）。また、β-1,3-グルカンやキチンは agsAOE株において明
瞭にラベルされた一方、agsBOE株ではほとんどラベルされなかった（Fig. 1-14）。
これらのことは、野生株や agsBOE 株の α-1,3-グルカンは細胞壁の最外層に局在
している一方、agsAOE株の α-1,3-グルカンが β-1,3-グルカンやキチンに覆われて
いる可能性を示唆している。 
 上述の結果をさらに検証するため、agsAOE 株および agsBOE 株の菌糸を α-1,3-
グルカナーゼまたは β-1,3-グルカナーゼで処理し、蛍光標識して細胞壁成分を観
察した。α-1,3-グルカナーゼで処理した agsAOE株や β-1,3-グルカナーゼで処理し
た agsBOE株（Fig. 1-15）では、酵素処理していない場合（Fig. 1-16）と類似の結
果であった。β-1,3-グルカナーゼで処理した agsAOE 株では、α-1,3-グルカンが細
胞の外周およびドット状にラベルされ、β-1,3-グルカンやキチンについてもラベ
ルされた（Fig. 1-15）。α-1,3-グルカナーゼ処理した agsBOE 株（Fig. 1-15）では、
α-1,3-グルカンの蛍光は酵素非処理時（Fig. 1-16）と比べて弱くなった。それに対
し、agsBOE 株の菌糸の α-1,3-グルカナーゼ処理時（Fig. 1-15）の β-1,3-グルカン
の蛍光は、酵素非処理時（Fig. 1-16）と比べて増大した。以上のことから、agsBOE
株の α-1,3-グルカンはほとんど細胞壁の外層に局在している一方、agsAOE株では
β-1,3-グルカンにマスクされていることが示唆された。 
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1-3-7. AGS プロモータ GFP レポータ株の蛍光観察 
 これまで、栄養生長期には agsB が主に発現していることが明らかになってい
る一方[12, 80]、agsA については分生子柄での発現が認められているのみであっ
た[80]。本研究では、agsA と agsB のプロモータ GFP レポータ株（PagsA-EGFP, 
PagsB-EGFP）を作製し、有性生殖期におけるこれらの遺伝子の発現を観察した。
栄養生長期においては、PagsB-EGFP 株の菌糸で明瞭な蛍光が観察された一方
（Fig. 1-17A）、PagsA-EGFP 株では全く蛍光が見られなかった（Fig. 1-17B）。興
味深いことに、PagsA-EGFP, PagsB-EGFP 株とも有性生殖期にクライストセシア
（子嚢果）の栄養細胞である Hülle cell において GFP 蛍光が観察された（Fig. 1-
17A, B）。クライストセシア本体や子嚢胞子からは蛍光は観察されなかった（Fig. 
1-17A, B）。これらのことから、agsA, agsB は共に有性生殖期に Hülle cell におい
て発現していることが示唆された。 
 
1-3-8. 栄養菌糸および有性生殖器官の α-1,3-グルカンの検出 
 Wei らは A. nidulans の Hülle cell において α-1,3-グルカナーゼをコードする
mutA が発現していることを報告しているが[100]、Hülle cell に α-1,3-グルカンが
存在していることは直接的には証明されていなかった。そこで、野生株の Hülle 
cell を AGBD-GFP で染色し、α-1,3-グルカンがあるか否かを検証した。BPU1 株
の栄養菌糸は明瞭に染色された（Fig. 1-18A）。子嚢果では、蛍光が Hülle cell お
よびクライストセシア近傍の菌糸において観察された（Fig. 1-18B）。これらのこ
とから、α-1,3-グルカンは栄養菌糸のみならず、Hülle cell を主とした子嚢果の細
胞にも含まれていることが明らかになった。 
 
1-3-9. 細胞内 α-アミラーゼ遺伝子破壊株における α-1,3-グルカンの化学構造 
 アルカリ可溶グルカンと菌糸塊形状の関係性をさらに検証するため、A. 
nidulans の amyG 遺伝子破壊（ΔamyG）株を作製した。A. nidulans の amyG 遺伝
子破壊により、細胞壁 α-1,3-グルカン量が顕著に減少し、液体振盪培養において
小さな菌糸塊を形成することが報告されている[80]。この報告と一致して、
ΔamyG 株は親株である ABPU1 (ΔligD)株に比べて小さくかつ密度の低い菌糸ペ
レットを形成した（Fig. 1-19A）。ΔamyG 株の AS2 画分に含まれるグルコース量
は野生株と比べて顕著に減少した（Fig. 1-19B）。24 時間培養した ΔamyG 株の菌
糸に含まれるアルカリ可溶グルカンは分子量が顕著に小さく、解析ができなか
った。これはおそらくα-1,3-グルカナーゼのバックグラウンドによる α-1,3-グル
カンの迅速な分解に起因すると考えられる。そこで、α-1,3-グルカンの分解を防
ぐため、分子量分析に 16 時間培養の菌糸を用いた。興味深いことに、ΔamyG 株
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のアルカリ可溶グルカンの分子量（93.5 ± 1.4 kDa）は野生株のアルカリ可溶グル
カン（355 ± 165 kDa）に比べて顕著に減少した（P < 0.05; Fig. 1-19C; Table 1-5）。
これらのことから、緊密な菌糸塊の形成には、適切な分子量のアルカリ可溶グル
カンが必要であることが示唆された。 
 また、ABPU1 (ΔligD)株と ΔamyG 株の細胞壁を AGBD-GFP で染色したところ、
ABPU1 (ΔligD)株では α-1,3-グルカンが明瞭に染色された一方で、ΔamyG 株では
蛍光強度は弱かったが細胞の外周に沿って α-1,3-グルカンがラベルされた（Fig. 
1-19D）。このことは、ΔamyG 株の α-1,3-グルカンは細胞壁の最外層に局在して
いることを示唆している。 
 
第４節 考察 
 α-1,3-グルカンの病原性に関する機能については A. fumigatus において[63, 64, 
66]、菌糸接着における役割については A. fumigatus [65, 87], A. nidulans [12, 80]お
よび A. oryzae [88, 101]において報告されてきたが、糸状菌の α-1,3-グルカンの化
学構造については次の一つの報告例があるのみで[75]、ほとんど解析されていな
かった。すなわち、Choma らによる A. wentii におけるアルカリ可溶グルカンの
化学構造およびムタナーゼ（α-1,3-グルカナーゼ; Streptococcus mutans の繁殖を
防ぐための歯磨き粉の成分として利用）の基質としての特性が解析されたのが
唯一の例である[75]。A. nidulans には二種の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子（agsA, 
agsB）が存在する。栄養菌糸においては、主に AgsB によって α-1,3-グルカンが
合成されている[12, 80]。また、agsA 遺伝子は分生子形成に関与すると考えられ
ている[80]。しかしながら、agsA の詳細な機能や、AgsA, AgsB により合成され
る多糖の化学構造については不明であった。 
 本研究では、agsA, agsB の高発現（agsAOE, agsBOE）株を作製し、これらの株の
細胞壁に含まれる多糖の化学構造を詳細に解析した。野生株や agsBOE 株の菌糸
は液体振盪培養において緊密な塊を形成した一方、agsAOE 株では密度の低い菌
糸塊を形成しながら生育した（Fig. 1-8C）。アルカリ可溶グルカンの種々の化学
構造解析により、野生株、agsAOE株および agsBOE株のアルカリ可溶グルカンは
主に α-1,3-グルカンから成ること（Figs. 1-11, 12, Table 1-3）、アルカリ可溶グルカ
ンの Mp は野生株や agsBOE 株ではそれぞれ 150 kDa および 370 kDa であった一
方、agsAOE株では 1,480 kDa であることが示された（Table 1-4）。また、アルカリ
可溶グルカンの Smith 分解により、野生株、agsAOE株および agsBOE株のアルカ
リ可溶グルカンはいずれも、約 200 残基の 1,3-結合の α-グルコースからなるサ
ブユニット構造を有することが示された（Table 1-4）。agsAOE 株の α-1,3-グルカ
ンサブユニットの数は agsBOE株の約 4 倍であった。AgsA および AgsB により構
成されるアルカリ可溶グルカンのモデルを Fig. 1-20 に示した。 
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 agsAOE株と agsBOE株の間でアルカリ可溶グルカンの分子量が異なる要因につ
いては不明のままである。S. pombe の α-1,3-グルカン合成酵素 Ags1 は 3 つのド
メインからなる[72]; 細胞外ドメイン、細胞内ドメインおよび多重膜貫通ドメイ
ンである。A. nidulans の AgsA, AgsB にもこれらのドメインが保存されている[80]。
1,3-結合の α-グルカン鎖は細胞内ドメインにより合成され（1,4-結合の α-グルカ
ンのプライマーを伴う可能性もある）、多重膜貫通ドメインを通って細胞外に排
出されると予想されている。細胞外に出た α-1,3-グルカン鎖は細胞外ドメインに
よって糖転移されて相互に連結し、成熟 α-1,3-グルカン鎖になると考えられる
[102]。S. pombe の温度感受性変異体 ags1-1ts は細胞外ドメインの G696S に変異
を有し、おそらく糖転移能の欠失により未成熟の短い α-グルカン鎖を合成する
[74]。G696 は A. nidulans の AgsA, AgsB にも保存されているが、その周囲の残基
は高く保存されてはいない(Miyazawa et al. unpublished data)。agsAOE株と agsBOE
株の間のアルカリ可溶グルカンの分子量の違いは、両合成酵素間の細胞外ドメ
インの機能の違いに起因するのかもしれない。この違いの要因を明らかにする
ためには、AgsA と AgsB のさらなる生化学的および酵素学的解析が必要である。 
 蛍光顕微鏡観察により、α-1,3-グルカンは野生株や agsBOE株では細胞壁最外層
に局在しているのに対し、agsAOE 株では細胞壁内層に位置していることが示唆
された（Fig. 1-14,15）。この違いは、(1)直接的に α-1,3-グルカンの空間分布に影
響を与える AgsA と AgsB の酵素学的特性の違い、(2)水可溶性のような α-1,3-グ
ルカンの分子量に影響される物理化学的特性の違い、のいずれかにより説明で
きると考えられる。細胞壁多糖は一般的に菌糸の極性生長時に菌糸先端で合成
される[103]。細胞膜上で α-1,3-グルカンが生合成されると、糖鎖は膜外空間に放
出され、不溶化および固定化されて細胞壁の一部になると考えられる[37]。分子
量の大きな多糖は一般的に水に対してより不溶性である[104]。そのため、分子
量の大きな α-1,3-グルカンは細胞壁の内層に局在した一方、分子量が小さいと細
胞壁の外層に分布したものと考えられる（Fig. 1-20）。agsBOE 株の細胞中での低
分子量のアルカリ可溶グルカンが占める割合は、agsAOE 株よりも多く（Fig. 1-
13A）、このことが agsBOE 株の細胞壁において α-1,3-グルカンがより外層に呈示
された要因である可能性が考えられる（Fig. 1-14）。また、α-1,3-グルカナーゼ非
処理時の agsAOE株の菌糸では、細胞の輪郭に沿って弱い AGBD-GFP の蛍光が観
察されたが（Fig. 1-14）、これは低分子量で細胞表層に位置する α-1,3-グルカンが
少量存在することに起因しており、その結果弱い菌糸凝集（Fig. 1-8C）を示した
可能性が考えられる。ΔamyG 株の AGBD-GFP による α-1,3-グルカンの標識の結
果（Fig. 1-19D）も、この説明を支持している（Fig. 1-20）。最近、A. fumigatus の
細胞壁の分子構造が固相 NMR 法により解析され、α-1,3-グルカンが細胞壁の外
殻と細胞内層に局在することが報告された[105]。A. nidulans の野生株において、
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二つの酵素により合成される α-1,3-グルカンの細胞壁中の空間分布が異なるこ
とが想定されるが、これは α-1,3-グルカンの分子量の違いに起因するのかもしれ
ない。異なる分子量の α-1,3-グルカンの局在と物理化学的特性との関係性を明ら
かにするためには、さらなる解析が必要である。 
 真菌における α-1,3-グルカンの生合成には、α-1,3-グルカン合成酵素に加えて
細胞内 α-アミラーゼと UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase も必要である
[77, 78, 80]。細胞内 α-アミラーゼは α-1,3-グルカン合成に必要な α-1,4-グルカノ
オリゴ糖プライマーを合成すると考えられている[77-79]。A. niger の細胞内 α-ア
ミラーゼ AmyD はデンプンを加水分解して主にマルトトリオースを生成する
[79]。A. nidulans の amyG 遺伝子の破壊により、細胞壁 α-1,3-グルカンは顕著に
減少する[80]。A. wentii のアルカリ可溶グルカンは 1,4-結合の α-グルコース残基
からなる短いスペーサーを有し、α-1,3-グルカンサブユニット同士を隔てている
[75]。本研究で、A. nidulans のアルカリ可溶グルカンは約 90%の 1,3-結合の α-グ
ルカンと少量の Smith 分解可能なグルカン（おそらく 1,4-結合の α-グルカン）か
らなり、α-1,3-グルカンサブユニットは 1,4-結合のグルカンによって隔てられて
いる可能性を示した（Figs. 1-13, 20, Table 1-4）。A. nidulans の ΔamyG 株のアルカ
リ可溶グルカンの分子量は 93.5 kDa で、親株（ABPU1 ΔligD）に比べて顕著に小
さかった（Table 1-5）。AmyG は α-1,3-グルカンのスペーサー構造を合成すると考
えられる。A. nidulans ΔamyG 株のアルカリ可溶グルカンは Smith 分解によって、
非分解時より分子量が減少した（Miyazawa et al. preliminary data）。このことは、
AmyG に加えて未知の因子もスペーサー合成に関与する可能性が考えられる。 
A. nidulans において栄養生長時の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子の転写は主に
CWIS 経路によって制御されている[86]。CWIS 経路の MAP キナーゼ MpkA は
α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子を転写因子 RlmA を介して制御する[86]。本研究
では agsA と agsB が有性生殖期に Hülle cell で発現していること（Fig. 1-17）、
AGBD-GFP での染色により Hülle cell に α-1,3-グルカンが含まれていることを示
した（Fig. 1-18）。有性生殖期の菌糸には agsB の発現は観察されなかった（data 
not shown）。すなわち、agsA と agsB の発現は CWIS 経路以外のシグナル伝達経
路によっても制御されている可能性が考えられる。A. nidulans において α-1,3-グ
ルカナーゼ遺伝子 mutA が Hülle cell で発現していること[100]、ヘキソース輸送
体遺伝子 hxtA が炭素源欠乏時に Hülle cell と栄養菌糸で発現していることが報
告されており[106]、α-1,3-グルカンはクライストセシア形成のための貯蔵多糖で
あると考えられている[47]。これらのデータに基づくと、α-1,3-グルカンは以下
のような時間的、空間的局在を示すと考えられる。(1)栄養菌糸での合成; (2)栄養
飢餓時の栄養菌糸での分解; (3) Hülle cell での合成; (4)クライストセシア形成の
ための消費。 
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Fontaine らは α-1,3-グルカンが A. fumigatus の発芽分生子の凝集に寄与するこ
とを報告している[87]。また、当研究室では A. nidulans において細胞壁 α-1,3-グ
ルカンが液体培養時の菌糸接着に寄与することを示している[12]。A. nidulans の
amyG 遺伝子の破壊により、野生株に比べて小さな菌糸塊を形成したことから
[80]、菌糸塊の形成は α-1,3-グルカンの量に依存すると考えられていた。本研究
では、agsAOE株と agsBOE株の間の液体振盪培養時の菌糸塊の凝集性の違いが、
α-1,3-グルカンの分子量（Table 1-4）と細胞壁中の α-1,3-グルカンの局在（Figs. 1-
14, 15）の違いに起因することを明らかにした。A. nidulans の ΔamyG 株は小さな
菌糸の塊を形成し、α-1,3-グルカンの分子量は野生株に比べて顕著に減少した。
また、ΔamyG 株の菌糸の α-1,3-グルカンは AGBD-GFP によって標識された。こ
のことから、ΔamyG 株の分子量の小さい α-1,3-グルカンは細胞壁の最外層に局
在し、弱い凝集性を示して菌糸塊を形成したと考えられる（Fig. 1-19）。以上の
ことから、菌糸塊の形や大きさは、α-1,3-グルカンの量だけでなくその分子量と
細胞壁中の局在によっても制御されうると考えられる。本研究では二つの α-1,3-
グルカン合成酵素が分子量の異なる α-1,3-グルカンを合成することを示したが、
これらの酵素が α-1,3-グルカンの分子量を制御するメカニズムについては不明
のままである。α-1,3-グルカンの空間分布を制御するメカニズムについてもさら
なる解析が必要である。α-1,3-グルカン生合成の分子メカニズムを解明するため
の研究が現在も進行中である。 
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Figure 1-1. Construction of the agsA disruption strain of Aspergillus nidulans using 
the Cre/mutant loxP marker recycling system. (A) Construction of the pAP-cre 
plasmid. Fragments containing PxynG2 and Cre, and the pyrG marker were amplified and 
then fused to BamHI-digested pUC19 by using In-Fusion cloning. (B) Construction of 
the pA-agsALR plasmid. Fragments containing the right and left arms of agsA for agsA 
disruption were amplified and then fused to BamHI-digested pUC19. (C) Construction of 
the pAPG-cre/DagsA plasmid. (D) Strategy for gene replacement to disrupt agsA. EcoRI-
digested pAPG-cre/DagsA was used to transform the wild-type and ΔagsB strains. 
Candidate strains were isolated based on uridine and uracil requirement. Then the Cre 
gene was induced by culture on CD medium containing 1% xylose, resulting in marker 
cassette excision. (E) PCR analysis of agsA gene disruption. 
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Figure 1-2. Construction of the plasmids (A) pAPyT-agsA and (B) pAPyT-agsB for 
agsA or agsB overexpression. Fragments containing the right and left arms of agsA or 
agsB for agsA or agsB gene replacement, the pyroA marker, and the tef1 promoter (Ptef1) 
for gene overexpression were amplified and then fused to BamHI-digested pUC19.  
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Figure 1-3. Construction of agsAOE and agsBOE strains of Aspergillus nidulans. (A) 
The agsA-overexpressing strain. Thin arrows indicate EcoRI digestion sites. (B) The agsB 
overexpressing strain. Thin arrows indicate SphI digestion sites. (C) Southern blot 
analysis of the agsA locus with the probe indicated in (A). Chromosomal DNA of the 
ΔagsB strain (lane C) and two agsAOE strains (lanes 1 and 2) was digested with EcoRI. 
(D) Southern blot analysis of the agsB locus with the probe indicated in (B). 
Chromosomal DNA of the ΔagsA strain (lane C) and two agsBOE strains (lanes 1 and 2) 
was digested with SphI. 
  
47 
 
 
Figure 1-4. Construction of the argB complementation strains of A. nidulans. (A) 
Construction of the pA-AoargB plasmid. Fragments containing the right and left arms of 
the A. nidulans argB gene and the argB marker derived from A. oryzae were amplified 
and then fused to BamHI-digested pUC19. (B) Strategy for replacement of the A. nidulans 
argB gene. NotI-digested pA-AoargB was used to transform strains requiring arginine. 
Candidate strains were isolated based on arginine requirement. (C) PCR analysis of argB 
gene complementation at the argB locus in A. nidulans.  
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Figure 1-5. Construction of the ligD complementation strains. (A) Construction of the 
pAP-CligD plasmid. Fragments containing the right and left arms of the A. nidulans amdS 
gene, the full-length ligD gene, and the pyrG marker derived from A. oryzae were 
amplified and fused to BamHI-digested pUC19. (B) Strategy for complementation of the 
ligD gene. NotI-digested pAP-CligD was used to transform A. nidulans. Candidate strains 
were isolated based on uridine and uracil requirement. (C) PCR analysis of ligD gene 
complementation at the amdS locus in A. nidulans. 
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Figure 1-6. Construction of the PagsA-EGFP and PagsB-EGFP strains of A. nidulans. 
(A) Construction of the plasmid pUC/AoargB-PagsA/B-EGFP. Fragments containing the 
argB marker gene derived from A. oryzae, the promoter regions of agsA or agsB, and 
EGFP and the terminator region of agdA were amplified and fused to BamHI-digested 
pUC19. (B) PCR analysis of the introduction of the EGFP gene into the genome. Primers 
IF_EGFP-F and IF_EGFP-TagdA-R were used. (C) PCR analysis for confirmation of the 
fusion of the agsA or agsB promoter region with the EGFP gene in the genome. Primers 
IF_agsA-F or IF_agsB-F and IF_EGFP-TagdA-R were used. Lane designations are as in 
(B). 
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Figure 1-7. Construction of the amyG disruption strain of A. nidulans. (A) Disruption 
of the amyG gene. The first round of PCR was done to amplify the fragments containing 
the right and left arms of amyG, and the pyrG marker. The second round of PCR was done 
to fuse the three fragments from the first round. (B) PCR analysis of amyG gene 
disruption. 
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Figure 1-8. Characterization of the agsAOE and agsBOE strains in liquid culture. 
Conidia (final concentration, 5 × 105/mL) of the wild-type, agsAOE, agsBOE, ΔagsA, and 
ΔagsB strains were inoculated into CD liquid medium and rotated at 160 rpm at 37°C for 
24 h. (A, B) Transcript levels of the (A) agsA and (B) agsB genes were determined by 
quantitative PCR on total RNA using the gene-specific primers indicated in Table S2. 
Error bars represent the standard deviation of the mean calculated from three replicates. 
Asterisks denote significant differences based on Tukey’s test (*P < 0.05). (C) Growth 
of the wild-type, ΔagsB, agsAOE, ΔagsB, agsBOE strains. Upper row, photographs of 
cultures in Erlenmeyer flasks; lower row, representative hyphal pellets of each strain 
under a stereomicroscope. Scale intervals are 1 mm.  
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Figure 1-9. Mycelial growth of the agsAOE and agsBOE strains on agar plates. Conidia 
(1 × 104) were inoculated onto CD agar medium and cultured at 37°C for 4 days. 
Figure 1-10. Monosaccharide composition of the hot-water soluble (HW) and AS1 
fractions from the wild-type (WT), ΔagsAΔagsB, agsAOE, and agsBOE strains. The 
strains were cultured in CD medium (160 rpm, 37°C, 24 h). The cell wall of each strain 
was fractionated into four fractions according to solubility in hot water at neutral pH and 
alkali. Monosaccharide composition of (A) HW, (B) AS1, (C) AS2 and (D) AI is shown. 
Error bars represent the standard error of the mean calculated from three replicates. GalN, 
galactosamine; GlcN, glucosamine; Gal, galactose; Glc, glucose; Man, mannose. 
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Figure 1-11. Saccharides liberated from the AS2 fractions after treatment with α-
1,3-glucanase. The AS2 fractions derived from the wild-type, ΔagsAΔagsB, agsAOE, and 
agsBOE strains were treated with α-1,3-glucanase from Bacillus circulans KA-304. 
Liberated sugars were hydrolyzed and quantified as glucose by high-performance liquid 
chromatography. Error bars represent the standard error of the mean calculated from three 
replicates. Different letters denote significant differences based on Tukey’s test (P < 0.05). 
 
Figure 1-12. 13C-NMR spectra of the AS2 fractions from the wild-type (WT), agsAOE, 
and agsBOE strains. The AS2 fractions from (A) wild-type, (B) agsAOE, and (C) agsBOE 
strains were dissolved in 1 M NaOH/D2O. (D) Mutan enzymatically synthesized by the 
action of GTF-J from Streptococcus salivarius and representing a standard molecule of 
α-1,3-glucan. NMR spectra were measured at 400 MHz at 35°C. Chemical shifts were 
recorded relative to the resonance of DMSO-d6.  
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Figure 1-13. High-performance size-exclusion chromatography elution profiles of 
(A) AS2 fractions and (B) Smith-degraded AS2 fractions from the wild-type, agsAOE, 
and agsBOE strains. The AS2 fraction (10 mg) from each strain was dissolved in 1 M 
NaOH/H2O. Glucan elution was monitored as refractive index. Molecular masses of the 
glucan peaks were determined from a calibration curve of dextran standards. Elution 
profiles shown in gray in (B) are the same as in (A). The results of a representative of 
three experiments are shown. 
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Figure 1-14. Localization of cell wall polysaccharides of vegetative hyphae. Hyphae 
cultured in CD liquid medium for 12 h were fixed and stained with AGBD-GFP for α-
1,3-glucan, fluorophore-labeled antibody for β-1,3-glucan, and fluorophore-labeled lectin 
for chitin. Images were obtained by the same conditions among the strains. Scale bars are 
10 µm. 
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Figure 1-15. Localization of cell wall polysaccharides after treatment with α-1,3-
glucanase or β-1,3-glucanase. Vegetative hyphae cultured for 12 h were fixed and treated 
with α-1,3-glucanase (AGase) or β-1,3-glucanase (BGase) for 6 h. The hyphae were 
stained with AGBD-GFP for α-1,3-glucan, fluorophore-labeled antibody for β-1,3-glucan, 
and fluorophore-labeled lectin for chitin. Images were obtained by the same conditions 
among the strains. Scale bars are 10 µm. 
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Figure 1-16. Localization of cell wall polysaccharides without α-1,3-glucanase or β-
1,3-glucanase treatment. Vegetative hyphae cultured for 12 h were fixed and incubated 
for 6 h at 37°C (control for α-1,3-glucanase treatment) or 55°C (control for β-1,3-
glucanase treatment). The hyphae were stained with AGBD-GFP for α-1,3-glucan, 
fluorophore-labeled antibody for β-1,3-glucan, and fluorophore-labeled lectin for chitin. 
Images were obtained by the same conditions among the strains. Scale bars are 10 µm.  
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Figure 1-17. Fluorescence microscopy of Aspergillus nidulans PagsA-EGFP and 
PagsB-EGFP strains. (A) PagsB-EGFP strain. (B) PagsA-EGFP strain. Hyphae during 
vegetative growth (top) and a fruiting body (bottom) are shown. The vegetative hyphae 
were cultured in CD liquid medium at 37°C for 24 h. Fruiting bodies were obtained by 
culture on CD agar medium for 8 days. Scale bars are 50 µm. HC, Hülle cell; AS, 
ascospore; CL, cleistothecium. 
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Figure 1-18. Fluorescence microscopy of the BPU1 strain stained with α-1,3-glucan-
binding domain–fused GFP (AGBD-GFP). (A) Vegetative growth stage (B) Sexual 
development. The cells (20 mg) were stained in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 
6.5) with or without 0.1 mg/mL AGBD-GFP at 30°C for 4 h and then observed under an 
inverted fluorescence microscope. Scale bars are 50 µm. 
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Figure 1-19. Characterization of the amyG disruption (ΔamyG) strain of Aspergillus 
nidulans. (A) Growth of the ABPU1 (ΔligD), ΔamyG, and ΔagsAΔagsB (ΔligD) strains. 
Conidia (final concentration, 5.0 × 105/mL) of each strain were inoculated into CD liquid 
medium and rotated at 160 rpm at 37°C for 24 h. Upper row, photographs of cultures in 
Erlenmeyer flasks; lower row, representative hyphal pellets under a stereomicroscope. 
Scale intervals are 1 mm. (B) Monosaccharide composition of the AS2 fractions from 
ABPU1 (ΔligD) and ΔamyG obtained from mycelia cultured for 24 h. Error bars represent 
the standard error of the mean calculated from three replicates. Asterisks denote 
significant differences from ABPU1 (ΔligD) based on Student’s t-test (**P < 0.01). GalN, 
galactosamine; GlcN, glucosamine; Gal, galactose; Glc, glucose; Man, mannose. (C) 
Representative HPSEC elution profiles of the AS2 fractions from the ΔamyG and ABPU1 
(ΔligD) strains of three experiments. The AS2 fraction (10 mg) obtained from mycelia 
cultured for 16 h from each strain was dissolved in 1 M NaOH/H2O. Glucan elution was 
monitored as refractive index. Molecular masses of the glucan peaks were determined 
from a calibration curve of dextran standards. (D) Vegetative hyphae of the ΔamyG strain 
cultured in CD liquid medium for 12 h were fixed and stained with AGBD-GFP for α-
1,3-glucan, fluorophore-labeled antibody for β-1,3-glucan, and fluorophore-labeled lectin 
for chitin. Scale bars are 10 µm. 
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Figure 1-20. Speculative chemical structure of alkali-soluble glucans and cell wall 
architecture of the agsAOE, agsBOE, and ΔamyG strains of Aspergillus nidulans. The 
alkali-soluble glucan fraction from A. nidulans consists mainly of linear 1,3-linked α-
glucan. 1,3-Linked α-glucan subunits (~200 residues each) might be separated by short 
1,4-linked α-glucan spacers. The degree of polymerization (DP) of the alkali-soluble 
glucans differ markedly among the agsAOE, agsBOE, and ΔamyG strains. The distribution 
of α-1,3-glucan in the cell wall might differ between the agsAOE (most in the inner layer 
and some in the outer layer) and agsBOE (outer layer) strains. In the ΔamyG strain, α-1,3-
glucan was localized on the outermost layer of the cell wall although the amount of α-
1,3-glucan was decreased. 
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Table 1-1. Strains used in this study. 
Strain Genotype Reference 
ABPU1 biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1 (Motoyama et 
al. 1996) 
ABPU1 (ΔligD) biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA (Yoshimi et al. 
2013) 
ABPU1 (ligD+, 
argB+; wild-type) 
biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
ligD+::pyrG, AoargB+ 
This study 
ΔagsA biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
agsA::loxP, ligD+::pyrG, AoargB+ 
This study 
ΔagsB biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
agsB::argB, ligD+::pyrG 
This study 
ΔagsAΔagsB biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
agsA::loxP, agsB::argB, ligD+::pyrG, AoargB+ 
This study 
agsAOE biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
agsB::argB, ligD+::pyrG, Ptef1-agsA::pyroA 
This study 
agsBOE biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
agsA::loxP, ligD+::pyrG, AoargB+, Ptef1-agsB::pyroA 
This study 
BPU1 biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, AoargB+ (Hagiwara et 
al. 2007) 
PagsA-EGFP biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, PagsA-
EGFP::argB 
This study 
PagsB-EGFP biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, PagsB-
EGFP::argB 
This study 
ΔamyG  biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
amyG::pyrG 
This study 
ΔagsAΔagsB 
(ΔligD) 
biA1, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, veA1, ligD::ptrA, 
agsB::argB 
(Yoshimi et al. 
2013) 
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Table 1-2. Primers used in this study 
Purpose Primer name Sequence (5' to 3') 
Construction of the agsA gene disruption strain 
 PxynG2-cre-F GGTACCCGGGGATCGCGGCCGCTACCGTTCGTATAGCATACA 
 PxynG2-cre-R GGGTACGTCTGTTGTCCTCGTACTCGATGACGGCT 
 AopyrG-PU1 ACAACAGACGTACCCTGTGATGTTC 
 
AopyrG-PL1-lox66 
 
CGACTCTAGAGGATCGCGGCCGCTACCGTTCGTATAATGTATGCTATAC
GAAGTTATAACTGCACCTCAGAAGAA 
 ANagsA-LU1 CGACTCTAGAGGATCCAGTGGAGGAGTTAGGGAGTGAT 
 ANagsA-LL1 CGTAATAATCTGCTGAAAGAGTAAGGTAGAAGCCCC 
 ANagsA-RU1 CAGCAGATTATTACGCACCGGA 
 ANagsA-RL1 CGGTACCCGGGGATCCAACCGTGGTTTTGGTGGCAAAG 
 ANagsALR-F TAAATTTCGCGGCCGCCAGCAGATTATTACGCACCGGAATG 
 ANagsALR-R TAAATTTCGCGGCCGCAAAGAGTAAGGTAGAAGCCCC 
Construction of the agsAOE and agsBOE strains 
 ANagsA-tef-LU2 CGACTCTAGAGGATCCGCGGCCGCGACTAGTTAGCAACCAGCAAC 
 ANagsA-tef-LL2 AACCCGTATACTCCTCGACTACTAGACGCTGGTTC 
 ANagsA-tef-RU2 CGCACCACCTTCAAAATGAGGTGGAGGCCTTTAAACC 
 ANagsA-tef-RL2 CGGTACCCGGGGATCCGCGGCCGCCTGGCCAACGAAAAACATCC 
 ANpyroA-PU TGGCGCCTGTCTGGTTTGGGAAGCGCAGTTGAGCCTGAGA 
 ANpyroA-PL AGGAGTATACGGGTTTTTGGCATTG 
 ANPtef-TU AACTGCGCTTCCCAAACCAGACAGGCGCCACTC 
 ANPtef-TL TTTGAAGGTGGTGCGAACTTT 
 ANagsB-tef-LU CGACTCTAGAGGATCCGCGGCCGCGCTTCACCAACAATCCTTCCACCTG 
 ANagsB-tef-LL AACCCGTATACTCCTGTGAGGCGTACCATGGGTACTG 
 ANagsB-tef-RU CGCACCACCTTCAAAATGGGGAGGCTCCAGCTCTCA 
 ANagsB-tef-RL CGGTACCCGGGGATCCGCGGCCGCTGGCGTTAATCAGGTCGTTGG 
Construction of the argB complementation strain 
 ANargB-LU CGACTCTAGAGGATCCGCGGCCGCACAGTTCGCTGTAAGCTCATCGGA 
 ANargB-LL CAGCGGATGGAATTCAGCAGGAGCTTCCGATCATTG 
 ANargB-RU TACTCCGTCGGTACCAGTCGTCCTAGCCAAGGTAGATC 
 ANargB-RL CGGTACCCGGGGATCCGCGGCCGCGCACTGAAAGATCATGTGCTTGCCA 
 AoargB-F CGGTACCCGGGGATCGGTACCGACGGAGTAACT 
 AoargB-R GAATTCCATCCGCTGTGG 
Construction of the ligD complementation strain 
 ANamdS-LU CGACTCTAGAGGATCCGCGGCCGCCTACAACATGAGGTGTTGCCTCCTG 
 ANamdS-LL GATACAATACGGATCCCGGAGGCCTCTGTGATCTTCAGTTC 
 ANamdS-RU GGGTACGTCTGTTGTTAACGATAGCTCAGCCTTGCAGGTG 
 ANamdS-RL CGGTACCCGGGGATCCGCGGCCGCTGTCGCCAGAGTGCTTCACTTGAAC 
 AopyrG-PU2 GGGTCTCATCGGATCCAACTGCACCTCAGAAGAAAAGGATG 
 AopyrG-PL2 ACAACAGACGTACCCTGTGATGTTC 
 ANligD-F CATTCATGCAGGATCCGTATTGTATC 
 ANligD-R ATAGAAGAGATGGATCCGATGAGACC 
Quantitative PCR 
 ANagsA-RT-F GCTTTCCAAATCCCACAGTTGG 
 ANagsA-RT-R GTGAAGCAGATATGCATCCGTG 
 ANagsB-RT-F ATCGGACACTACCTTCCCTG 
 ANagsB-RT-R GACTTGGCTGACGATCAACG 
 ANHistone-RT-F CACCCGGACACTGGTATCTC 
 ANHistone-RT-R GAATACTTCGTAACGGCCTTGG 
  
64 
 
Table 1-2. Primers used in this study (Continued) 
Purpose Primer name Sequence (5' to 3') 
Construction of the PagsA- and PagsB-EGFP strains  
 IF_PagsA-F CAGCGGATGGAATTCAGTGGAGGAGTTAGGGAGTG 
 IF_PagsA-R GCCCTTGCTCACCATGGTCGATTTTTCCGGATGTC 
 IF_EGFP-F ATGGTGAGCAAGGGCGAG 
 IF_EGFP-TagdA-R CGACTCTAGAGGATCAGGCCTGCAGGAGATCCC 
 IF_PagsB-F CAGCGGATGGAATTCCAATGAGAGCTGGAATCAGTG 
 IF_PagsB-R GCCCTTGCTCACCATAGTAACTGATGAAGCGAGAAC 
Construction of the amyG gene disruption strain 
 ANamyG-LU TCCCTCCTGCCTGTTAGCTC 
 ANamyG -LL CACAGGGTACGTCTGTTGTTGTGCTTTGCGGCATCTAGTC 
 ANamyG -RU TTCTTCTGAGGTGCAGTTATGCAGTATACGGTCTTGG 
 ANamyG -RL CGTTGCTCATTATTCTACTAGG 
 ANamyG -PU TAGATGCCGCAAAGCACAACAACAGACGTACCCTGTGATGTTC 
 ANamyG -PL CCAAGACCGTATACTGCATAACTGCACCTCAGAAGAAAAGGATG 
 ANamyG-F GATGTCACCACCCTCGTATC 
 ANamyG-R AACGTCCTTGACAATCTAGTTGCTC 
 
 
Table 1-3. Methylation analysis of alkali-soluble glucan 
Alditol acetate  Linkage RT Molar amount (%) 
  (min) WT agsAOE agsBOE 
2,3,4,6-Tetra-O-Me-Glc  G1- 15.1 0.69 0.46 0.73 
2,4,6-Tri-O-Me-Glc  -3G1- 16.4 89.31 94.09 87.98 
2,3,6-Tri-O-Me-Glc  -4G1- 16.5 5.41 1.74 7.01 
3,4,6-Tri-O-Me-Glc  -2G1- 17.4 2.08 1.45 1.68 
2,4-Di-O-Me-Glc  --63G1- 17.9 2.51 2.26 2.42 
2,3,4,6-Tetra-O-Me-Glc: 1,5-di-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-glucitol 2,4,6-Tri-O-
Me-Glc: 1,3,5-tri-acetyl-2,4,6-tri-O-methyl-D-glucitol  
2,3,6-Tri-O-Me-Glc: 1,4,5-tri-acetyl-2,3,6-tri-O-methyl-D-glucitol  
3,4,6-Tri-O-Me-Glc: 1,2,5-tri-acetyl-3,4,6-tri-O-methyl-D-glucitol  
2,4-Di-O-Me-Glc: 1,3,5,6-tetra-acetyl-2,4-di-O-methyl-D-glucitol 
RT: retention time 
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Table 1-4. Molecular mass and degree of polymerization of alkali-soluble glucans 
from α-1,3-glucan synthase–overexpressing strains 
Sample Mpa (kDa) DPb 
WT AS2c 147 ± 52 908 ± 319 
WT AS2, Smith-degraded 31.6 ± 3.7 195 ± 23 
agsAOE AS2 1,480 ± 80 9,160 ± 520 
agsAOE AS2, Smith-degraded 41.6 ± 5.8 257 ± 36 
agsBOE AS2 372 ± 47 2,230 ± 290 
agsBOE AS2, Smith-degraded 38.3 ± 3.0 237 ± 19 
aMolecular mass of the peak. 
bDegree of polymerization. 
cAS2, insoluble components after dialysis of the alkali-soluble fraction. Values represent 
the mean ± standard deviation of three replicates.  
 
 
Table 1-5. Molecular mass and degree of polymerization of alkali-soluble glucan 
from the amyG disruption strain  
Sample Mpa (kDa) DPb 
ABPU1 (ΔligD) AS2 355 ± 165 2190 ± 1020 
ΔamyG AS2 93.5 ± 1.4 577 ± 9 
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第２章  産業用糸状菌 Aspergillus oryzae における第二の菌糸凝集因子の
探索及び菌糸凝集メカニズムの解析 
 
第１節 緒言 
 
 糸状菌は一般的に、液体振盪培養において菌糸が塊を形成しながら生育する。
糸状菌は酵素や二次代謝産物などの工業生産に長年用いられてきたが、菌糸が
凝集する性質が液体培養における生産性を制限する要因となってきた[33, 107]。
菌糸の塊形成には細胞表層の性質が関与すると予想されており、菌糸の塊形成
と多糖に代表される細胞表層の因子との関係性を明らかにすることが必要と考
えられる。 
 A. nidulans の α-1,3-グルカン欠損株は液体振盪培養において野生株に比べて菌
体生育量が増加していた[88]。このことに着想を得て、麹菌 A. oryzae の α-1,3-グ
ルカン合成酵素遺伝子（agsA—C）の三重破壊株（ΔagsAΔagsBΔagsC; AGΔ）が遺
伝子情報システム学分野の支援によって作製され、その培養性状が解析された。
その結果、麹菌の AGΔ 株は野生株に比べて小さな菌糸の塊を形成したものの、
A. nidulans とは異なり菌糸が完全分散には至らなかった（Fig. 0-3）[88]。麹菌の
AGΔ 株は組み換え酵素として用いたクチナーゼ CutL1 の生産性が野生株に比べ
て顕著に増加していた[88]。A. oryzae には α-1,3-グルカン以外の因子が依然とし
て菌糸の塊形成に寄与していることが示唆される。この因子を同定することに
より、A. oryzae の菌糸の完全分散が達成され、さらなる酵素生産性改善が望め
る可能性が考えられた。 
 ガラクトサミノガラクタン（GAG）はガラクトース、N-アセチルガラクトサミ
ン（GalNAc）およびガラクトサミン（GalN）が直鎖に α-1,4 結合で結合したヘテ
ロ多糖である。GAG はヒト感染性糸状菌 A. fumigatus において病原因子として
の機能が知られている[108]。GAG の病原性に関する機能として、宿主の細胞へ
の接着やバイオフィルムの形成、β-1,3-グルカンやキチンをマスクすることによ
る免疫反応の抑制が知られている[109, 110]。GAGの生合成については、まずuge3
遺伝子の破壊によりGAGが欠損することが報告された[109]。A. fumigatusの uge3
遺伝子に近接する 4 遺伝子（sph3, gtb3, ega3, agd3）についても近年同定された
[111]。A. fumigatus の stuA, medA 遺伝子破壊株において、これら 5 遺伝子の発現
が低下していたことから、これらが StuA, MedA によって共制御されることが示
唆されている[111]。5 遺伝子によりコードされるタンパク質による GAG 生合成
は A. fumigatus において予想されている[110, 112]。まず、エピメラーゼ Uge3 が
UDP-glucose および UDP-N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）からそれぞれ UDP-
ガラクトピラノース（Galp）および UDP-GalNAc を生成する[109, 113]。次に、
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グリコシルトランスフェラーゼ Gtb3 が UDP-Galp と UDP-GalNAc を重合し、細
胞質から細胞外にポリマーを排出すると予想されている[114]。更に、デアセチ
ラーゼ Agd3 によって、合成された GAG が脱アセチル化される[111]。最近、Ega3
について酵素学的解析がなされ、endo-α-1,4-ガラクトサミニダーゼ活性を有する
ことが示されている[115]。Sph3 は新規の糖質加水分解酵素ファミリーGH135 に
属し、その機構は不明ながら GAG の生合成に必須であることが報告されている
[112]。 
 本研究ではまず、A. oryzae に GAG 生合成遺伝子クラスターが存在することを
確認した。また、野生株および AGΔ 株を親株として sphZ（A. fumigatus sph3 の
オルソログ）および ugeZ（A. fumigatus uge3 のオルソログ）を破壊し、ΔsphZΔugeZ 
(GAGΔ) および ΔagsAΔagsBΔagsCΔsphZΔugeZ (AG-GAGΔ)をそれぞれ作製した。
液体振盪培養において AG-GAGΔ 株は菌糸が均一分散したことから、A. oryzae
においては α-1,3-グルカンに加えて GAG も菌糸接着因子として機能することが
示唆された。更に、A. oryzae の野生株、AGΔ, GAGΔ および AG-GAGΔ 株を用い
て菌糸凝集性を解析し、そのメカニズムについて考察した。 
 
第２節 実験材料および方法 
2-2-1. sphZ, ugeZ 遺伝子破壊株の作製 
 本章で用いた菌株はTable 2-1に示した。また、本章で用いたプライマーはTable 
2-2 に示した。 
 ugeZ 遺伝子および sphZ 遺伝子の 3’非翻訳領域（それぞれ amplicon 1, 2）およ
び adeA遺伝子（amplicon 3）を PCRにより増幅した。PCRの鋳型として amplicon1, 
2 では A. oryzae ゲノム DNA を、amplicon 3 では TOPO-2.1-adeA プラスミド[88]
を用いた。増幅に用いるプライマーセットとして amplicon 1 には sphZ+ugeZ-LU 
および sphZ+ugeZ-LL+ade を、 amplicon 2 には sphZ+ugeZ-RU+ade および
sphZ+ugeZ-RL を、amplicon 3 には sphZ+ugeZ-AU および sphZ+ugeZ-AL をそれ
ぞれ用いた。プライマーsphZ+ugeZ-LL+ade, sphZ+ugeZ-AU および sphZ+ugeZ-AL
はそれぞれ PCR による融合のための相補的配列を含んでいる。各 PCR 産物はゲ
ル抽出して 2 次目の PCR の鋳型として用い、プライマーsphZ+ugeZ-LU および
sphZ+ugeZ-RL を用いて 3 断片を融合した（Fig. 2-1A）。目的の PCR 産物はゲル
抽出し、A. oryzae の野生株および AGΔ 株の形質転換に用いた（Fig. 2-1B）。sphZ
および ugeZ 遺伝子の破壊はサザンブロット解析により確認した（Fig. 2-1C）。 
 
2-2-2. 表現型の観察 
 200 mL 容三角フラスコに調製した 50 mL の YPD 培地に、野生株, AGΔ, GAGΔ
および AG-GAGΔ 株の分生子を終濃度 1.0 × 105/mL となるように接種し、30oC, 
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120 rpm, 24 時間回転振盪培養した。平均菌糸塊直径は、無作為に選んだ 10 個の
菌糸塊を実体顕微鏡 M125 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)で観察して測定
した。 
 
2-2-3. 走査型電子顕微鏡（SEM）観察 
 YPD 培地で 24 時間振盪培養した A. oryzae の各株を Miracloth で回収し、水で
2 回洗浄した。菌糸細胞を tert-butanol に入れて脱水した。脱水したサンプルは
tert-butanol に浸った状態で凍結乾燥し、platinum-vanadium でコートした。これら
のサンプルは、走査型電子顕微鏡 Hitachi SU8000 (Hitachi, Tokyo, Japan)を用いて
加速電圧 3 kV で観察した。 
 
2-2-4. バイオフィルムの可視化 
 バイオフィルムは Gravelat らの方法を一部改変して可視化した[116]。φ6 cm の
ポリスチレン製プレートに 10 mL の CDE 液体培地を加え、A. oryzae の各株の分
生子を終濃度 1.0 × 105/mL となるように接種した。プレートは 30oC, 24 時間静置
培養した。培養後、菌糸を含む過剰な培養液をピペットマンを用いて除去し、
PBS で 3 回洗浄した。次に、5 mL の 0.5% (w/v)クリスタルバイオレットをプレ
ートに滴下し、室温で 5 分間静置しバイオフィルムを染色した。過剰の染色液
をピペットマンで除去し、さらに水で 2 回染色した。最後にプレートをスキャ
ナーGT-X820 (Seiko Epson Corp., Nagano Japan)で画像として取り込んだ。 
 
2-2-5. Lysing Enzymes 感受性の評価 
 細胞壁の Lysing Enzymes (LE; Sigma, St. Louis, MO, United States)への感受性は
吉見らの方法を参照して行った[12]。 
 
2-2-6. Congo Red 感受性の評価 
 各株の Congo Red への感受性は吉見らの方法を一部改変して実施した[12]。各
株の分生子（1.0 × 104個）を 10, 20, 40, 80, 120 µg/mL の Congo Red を含む CDE
寒天平板培地の中央にスポットし、30oC, 3 日間培養した。濃度依存的応答をコ
ントロール（Congo Red 非含有培地）に対する各条件のコロニー直径を測定し比
較することにより決定した。各実験は 5 連で実施した。 
 
2-2-7. 細胞壁成分の分画と単糖成分の分析 
 1-2-3 および 1-2-4 と同様に実施した。 
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2-2-8. 培養上清からの GAG の精製 
 AGΔ 株もしくは AG-GAGΔ 株の分生子を終濃度 1.0 × 106個となるよう 1 L の
改変 Brian 培地（Table 0-1）[108] 3 本（計 3 L）に接種し、30oC, 160 rpm, 72 時間
振盪培養した。培養液を Miracloth でろ過し、菌糸を除去し、上清を取得した。
培養上清はガラスフィルターで再度ろ過し、3 本の培養液を合わせて、1 L まで
ロータリーエバポレータを用いて濃縮した。濃縮した培養液は 4oC で水に対し
て透析し、再度 1 L となるようエバポレータで濃縮した。次に、20 g の水酸化ナ
トリウムを加え（終濃度 0.5 M）、4oC で攪拌した。この溶液を 3,000 × g, 4oC, 10
分間遠心分離し、残渣を回収した（0 倍量 EtOH 画分）。上清には 0.5 L のエタノ
ールを加え、4oC, 5 時間攪拌しながらインキュベートした。この溶液を 3,000 × 
g, 4oC, 10 分間遠心分離し、残渣を回収した（0.5 倍量 EtOH 画分）。この操作を
繰り返し、1, 1.5, 2, 2.5 倍量 EtOH 画分をそれぞれ取得した。各画分とも 3 M 塩
酸で中和し、水に対して透析し、凍結乾燥した。各画分に含まれる単糖成分は 1-
2-4 に従って定量した。分生子凝集性の評価には、2 mg の AGΔ 株由来各 EtOH
画分またはAG-GAGΔ株由来 1.5倍量 EtOH画分を 1 mLの 0.1 M塩酸に溶解し、
10 分間 vortex したものを用いた。 
 
2-2-9. 菌糸凝集性の評価 
 分生子 5 × 105個を 48 穴プレートに分注した 500 µL の 0.05% Tween 20 を含む
CDE 液体培地に接種し、マイクロプレートミキサーNS-P (As One, Osaka, Japan)
を用いて 1,200 rpm, 30oC で 3, 6, 9 時間攪拌しながらインキュベートした。分生
子の凝集性は実体顕微鏡 M125（Leica）を用いて観察した。 
 GAG 存在下の菌糸の凝集性は以下の方法で行った。AG-GAGΔ 株の分生子を
1.0 × 107/mL となるよう 50 mL の YPD 培地に接種し、120 rpm, 30oC, 9 時間振盪
培養した。培養液は Miracloth を用いてろ過し、菌糸細胞を水で 2 回洗浄した。
湿重 500 mg の菌糸細胞を 10 mL の PBS に懸濁し、これを菌糸懸濁液として凝
集性評価に用いた。400 µL の水、50 µL の 1 M リン酸ナトリウム buffer (pH 7.0)、
25 µL の菌糸懸濁液および 25 µL の EtOH 画分を含む溶液を混合した。混合液は
プレートミキサーを用いて 1,200 rpm, 30oC, 1 時間攪拌し、実体顕微鏡を用いて
凝集体の形成を観察した。 
 分生子の凝集の定量は以下の方法で行った。まず、総分生子数を顕微鏡観察下
（×1000）で計数した。次に、5 個以上の分生子が接しているものを凝集分生子
と定義し計数した。凝集している分生子の割合は最低 100 個以上の分生子を観
察して決定した。 
 GAG 存在下における菌糸の凝集に対する pH の影響の評価は、25 µL の菌糸懸
濁液を 450 µL の各種 buffer（終濃度 100 mM）および 25 µL の 1.5 倍量 EtOH 画
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分と混合したものを 1 時間攪拌し、実体顕微鏡で観察することにより行った。
用いた buffer は、酢酸ナトリウム buffer（pH 4.0—5.0）、リン酸ナトリウム buffer
（pH 6.0—7.0）、トリシン-水酸化ナトリウム buffer（pH 8.0）である。 
 水素結合形成の阻害による凝集への影響の評価は、25 µL の菌糸懸濁液を 450 
µL のリン酸ナトリウム buffer（終濃度 100 mM）、0, 1, 2, 4, 8 M 尿素および 25 µL
の 1.5 倍量 EtOH 画分と混合したものを 1 時間攪拌し、実体顕微鏡で観察するこ
とにより行った。 
 
2-2-10. 細胞壁 α-1,3-グルカンおよび GAG の蛍光染色 
 48 穴プレートで培養した発芽分生子をスライドグラスに滴下し、PBS で 2 回
洗浄した。次に、4% (w/v)パラホルムアルデヒドを滴下し、10 分間室温で放置し
固定した。50 mM リン酸カリウム buffer (pH 6.5)で 2 回洗浄した後、100 µg/mL
の Alexa Fluor 647-conjugated soybean agglutinin (SBA-Alexa Fluor 647; Invitrogen)
および 100 µg/mL の AGBD-GFP [117]を含む 50 mM リン酸カリウム buffer (pH 
6.5)を滴下し、遮光しながら室温で 2 時間インキュベートした。50 mM リン酸カ
リウム buffer (pH 6.5)で 2 回洗浄し、スライドグラスをかけ、トップコートで封
をした。プレパラートは共焦点レーザー顕微鏡 FluoView FV100 (Olympus, Tokyo, 
Japan)を用いて観察した。 
 
2-2-11. GAG のガラクトサミン残基のアセチル化 
 5 mg の 1.5 倍量 EtOH 画分を 800 μL の氷冷 0.5 M NaOH に溶解し、氷冷 2 M 
HCl で中和することにより GAG を溶解した。この溶液に 4 mL の 50 mM 酢酸ナ
トリウムを加え混合した。次に、4 mL のメタノールと 10 mg の無水酢酸を加え、
室温で 24 時間攪拌しながらインキュベートしアセチル化した。反応の後のサン
プルは水に対して透析し、凍結乾燥した。この反応はもう一度繰り返し、計 2 回
実施した。 
 
2-2-12. コロイド滴定による GAG のアセチル化度（DD）の決定 
 GAG の DD はキトサンの DD の測定方法であるコロイド滴定法により決定し
た[118, 119]。凍結乾燥した 5 mg の GAG を 0.1 M 塩酸に溶解し、0.1 M 塩酸を用
いて 1 g とした。30 mL の水を GAG を含む溶液に加え、300 mL の三角フラスコ
に移してスターラで攪拌しながら、滴定の指示薬として 0.1% (w/v) トルイジン
ブルーを数滴溶液に滴下した。次に、GAG を含む溶液に対し、N/400 ポリビニ
ル硫酸カリウム（PVSK; 市販品）をビュレットを用いてスターラで攪拌しなが
ら滴下した。溶液の色が青色から桃色に変化する点を滴定の終点とした。 
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where: 
a, sample (g); b, ratio of total hexosamine in 1.5-vol. EtOH fraction from AGΔ; v, titer of 
N/400 PVSK solution (mL); f, factor of N/400 PVSK solution 
 
GAG の GalNAc 残基の DD は上記の式から求めた。1.5 倍量 EtOH 画分中の
GAG 以外の成分を考慮するため、AG-GAGΔ 株の 1.5 倍量 EtOH 画分の滴定量を
各サンプルの滴定量から引いた。1.5 倍量 EtOH 画分に含まれる総ヘキソサミン
量は改変 Blix 法により求めた[120]。すなわち、1.5 倍量 EtOH 画分を 8 M 塩酸に
懸濁し、100oC, 4 時間加熱し加水分解した。次に、加水分解した溶液をねじ付ガ
ラス試験管中で総量 1 mL となるよう水で希釈した。この時、塩酸濃度が 0.2 M
以下となるよう留意した。この溶液に 1 mL のアセチルアセトン試薬*を加えて
混合し、沸騰水浴中で 30 分間反応させアセチル化した。室温で放冷し、5 mL の
エタノールを添加し混合した。これに 1 mL の Ehrlich 試薬**を加えて混合し、
室温で 25 分間放置し発色させた。この溶液の A528を測定し、ガラクトサミンの
標準曲線からサンプル中の総ヘキソサミン量を算出した。 
*4%アセチルアセトン in 1.5 N 炭酸ナトリウム 
**2.67% (w/v) p-dimethylaminobenzaldehyde in 1 : 1 solution: 95%エタノール : 濃
塩酸 
 
2-2-13. CutL1 分泌生産量の評価 
 クチナーゼ高発現株 AG-GAGΔ-cutL1 株はプラスミド pNGA-gla-Cut [121]を用
いて以前と同様の方法で作製した[88]。cutL1 高発現コンストラクトの niaD locus
への単コピーでの挿入をサザンブロット解析により確認した（Fig. 2-2）。酵素生
産性は以下の方法で評価した。WT-cutL1, AGΔ-cutL1, AG-GAGΔ-cutL1 の各株の
分生子を 1.0 × 104/mL となるようそれぞれ 50 mL の YPM 液体培地に接種し、
30oC, 100 rpm, 24 時間回転振盪培養した。培養液は Miracloth でろ過した。菌糸
細胞は水で洗浄し 70oC, 24 時間乾燥後に重量を測定した。400 μL の培養上清に
200 μL の 100% (w/v)のトリクロロ酢酸を加え、培養上清中に含まれるタンパク
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質を沈殿させ、SDS-PAGE によりタンパク質を分離させ、CBB 染色した。染色
されたタンパク質のバンドのうちクチナーゼ CutL1 のバンドを ImageJ を用いて
定量した。CutL1 量は精製 CutL1 を用いて作成した標準曲線から算出した。 
 
2-2-14. 13C NMR 
 1-2-6 と同様に実施した。 
 
2-2-15. 遺伝子発現解析 
 0-3-11, 0-3-12, 0-3-13 に従って実施した。プライマーセットとして AoagsA-RT-
F および AoagsA-RT-R, AoagsB-RT-F および AoagsB-RT-R, AoagsC-RT-F および
AoagsC-RT-R をそれぞれ用いた（Table 2-2）。 
 
2-2-16. 統計手法 
 2 群間比較には Student’s t-test を用いた。多群間比較には Tukey’s test を用い
た。 
 
第３節 結果 
2-3-1. A. oryzae の GAG 生合成遺伝子クラスター 
 GAG の生合成は A. fumigatus において 5 遺伝子からなるクラスターによって
制御されており、このクラスターは子嚢菌の広範囲に保存されていることが報
告されている[111]。そこで、A. oryzae に本クラスターが存在するか否かを BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)で検索した。その結果、A. oryzae にも 5 遺
伝子すべてが保存されており、A. fumigatus の uge3, sph3, ega3, agd3, gtb3 のオル
ソログをそれぞれ ugeZ, sphZ, egaZ, agdZ, gtbZ とした（Fig. 2-3）。A. oryzae の UgeZ
はグループ 2 エピメラーゼで保存されたモチーフを有していた[113]。SphZ はス
フェルリン 4 に保存されたドメインを有していた[112]。AgdZ はエステラーゼフ
ァミリー4 の保存されたモチーフを有していた[111]。これらのことは、A. oryzae
においても A. fumigatusと同様にGAGの生合成能を有することを示唆している。 
 
2-3-2. GAG 生合成遺伝子破壊株の液体振盪培養における表現型 
 A. fumigatus においては sph3 と uge3 遺伝子の破壊により GAG が欠損したこ
とから[112, 113]、A. oryzaeの野生株およびAGΔ株を親株として sphZおよび ugeZ
遺伝子を破壊し、GAGΔ 株および AG-GAGΔ 株を取得した。野生株、AGΔ 株、
AG-GAGΔ 株および GAGΔ 株を CD 寒天平板培地上で 30oC, 5 日間培養したとこ
ろ、いずれもほとんど同等の菌糸生長と分生子形成を示した（Fig. 2-4）。次に、
YPD 液体培地で 30oC, 24 時間培養したところ、野生株の菌糸塊は直径 3.7 ± 0.2 
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mm で、AGΔ 株（2.7 ± 0.3 mm）に比べて、顕著に大きかった（Figs. 2-5A, B）。
この結果は以前の結果とよく一致していた[88]。また、AG-GAGΔ 株の菌糸は完
全に分散した一方、GAGΔ 株は野生株よりも顕著に大きな菌糸塊（6.2 ± 0.0 mm）
を形成した（Figs. 2-5A, B）。これらのことは、A. oryzae においては α-1,3-グルカ
ンに加えて GAG も菌糸凝集に寄与しており、A. oryzae の菌糸完全分散には α-
1,3-グルカンと GAG の生合成遺伝子両方の欠損が必要であることを示唆してい
る。 
 走査型電子顕微鏡観察により、A. fumigatus の菌糸には GAG 依存的な凹凸の
ある修飾が見られ、これは sph3, uge3 および agd3 遺伝子の各破壊株において欠
失することが報告されている[111-113]。そこで、A. oryzae の GAGΔ 株および AG-
GAGΔ 株において菌糸の修飾が欠失するか否かを観察した。予想した通り、A. 
oryzae の野生株および AGΔ 株では菌糸表面の繊維状の修飾が観察されたのに対
し、GAGΔ 株および AG-GAGΔ 株の菌糸は滑面であった（Fig. 2-5C）。これらの
ことは、A. oryzae において菌糸表面の繊維状の修飾が GAG 生合成遺伝子の存在
に起因することが示唆された。また、GAG の欠損により固体表面上でのバイオ
フィルム形成が欠失することが観察された（Fig. 2-5D）。 
 Gravelat らは A. fumigatus の培養液から得たエタノール沈殿物を完全加水分解
し、そこに含まれる GalN 量として GAG 量を定量した[109]。この方法を A. oryzae
にも適用し、各株の HW 画分の加水分解物に含まれる糖を HPAEC により分析
した。野生株や AGΔ 株の HW 画分には 1 g バイオマス当たり 0.2—0.3 mg の
GalN が含まれていた一方、GAGΔ 株や AG-GAGΔ 株の HW 画分からは GalN は
ほとんど検出されなかった（Fig. 2-5E）。このことは、A. oryzae において ugeZ と
sphZ の一方または両方が、GAG の生合成に必須であることを示している。 
 GAGΔ 株において菌糸が大きな塊を形成した要因について、以下の四つの方
法から迫った。(1) 野生株と GAGΔ 株の AS2 画分に含まれる細胞壁成分を
HPAEC-PAD によって分析したところ、両株の間で AS2 画分中のグルコース量
に顕著な差異は認められなかった（Fig. 2-6A）。他の細胞壁成分についても、AS2
画分中のグルコース量を除いて 4 株の間で顕著な差異は認められなかった（Fig. 
2-6A）。(2) A. oryzae における主要な α-1,3-グルカン合成酵素をコードする agsB
遺伝子の発現は、培養 6 時間目においては GAGΔ 株で野生株よりもやや低かっ
たが、24 時間目では逆に GAGΔ 株の方が野生株よりもやや高かった（Fig. 2-6B）。
マイナーな α-1,3-グルカン合成酵素をコードする agsAおよび agsC遺伝子は 6時
間目においてほとんど発現していなかった（Fig. 2-6B）。(3) 13C NMR 解析によ
り、野生株と GAGΔ 株の AS2 画分の主要成分は α-1,3-グルカンであることが示
された（Fig. 2-6C）。(4) 野生株および GAGΔ 株の AS2 画分を AG-GAGΔ 株の菌
糸と混合したところ、両サンプル間で類似の菌糸凝集体を形成した（Fig. 2-6D）。
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AGΔ 株や AG-GAGΔ 株の AS2 画分は凝集能を有さなかった（Fig. 2-6D）。以上
のことから、GAGΔ 株が大きな菌糸塊を形成した理由について明らかにするこ
とはできなかった。 
 
2-3-3. GAG 生合成遺伝子破壊株の Lysing Enzymes および Congo Red への感受性 
 GAG の欠損による細胞壁構造の変化を解析するため、各株の細胞の LE およ
び CR への感受性を評価した。LE 処理 2 時間後および 4 時間後において、AGΔ
株の菌糸から形成されたプロトプラストの濃度は、野生株に比べて増加した
（0.05 < P < 0.1; Fig. 2-7A）。一方、AG-GAGΔ 株の菌糸から形成されたプロトプ
ラスト濃度は、いずれの時間においても野生株や AGΔ 株に比べて増加していた
（Fig. 2-7A）。1 時間目および 4 時間目においては、GAGΔ 株が野生株や AGΔ 株
と比べてプロトプラスト濃度が増加していた一方（Fig. 2-7A）、AG-GAGΔ 株と
比べて 4 時間目において顕著に減少していた（Fig. 2-7A）。CR に対しては三つ
の遺伝子破壊株ではいずれも野生株に比べて顕著に高い感受性を示した（Fig. 2-
7B）。特に、AG-GAGΔ 株では最も感受性が高く、AGΔ 株と GAGΔ 株では同等
であった（Fig. 2-7B）。これらのことから、α-1,3-グルカンと GAG は細胞壁分解
酵素や環境中の化学物質からの細胞壁の保護に相加的に寄与していることが明
らかになった。 
 
2-3-4. 菌糸塊形成過程における α-1,3-グルカンと GAG の寄与の解析 
 AG-GAGΔ 株の菌糸が完全分散したことは、α-1,3-グルカンと GAG がともに
A. oryzae の菌糸凝集因子として機能し、その結果として両方の多糖が発現した
菌糸が塊を形成することを示している（Fig. 2-5）。そこで、α-1,3-グルカンと GAG
の時間的・空間的な寄与を明らかにするため、野生株、AGΔ 株、AG-GAGΔ 株
および GAGΔ 株の分生子を 48 穴プレート中で培養し、菌糸塊形成を観察した
（Fig. 2-8A）。α-1,3-グルカンおよび GAG の分生子または発芽分生子の表面への
存在は、AGBD-GFP および SBA-Alexa Fluor 647 で染色し共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察した（Fig. 2-9）。培養開始時点（0 h）においては、いずれの株もほ
とんど凝集していなかった（Figs. 2-8A, B）。AGBD-GFP の蛍光は野生株や GAGΔ
株の分生子では観察された一方、AGΔ 株や AG-GAGΔ 株では観察されなかった
（Fig. 2-9A）。SBA の蛍光はいずれの株でも観察されなかった（Fig. 2-9A）。接種
後 3 時間目において、野生株と GAGΔ 株の膨潤した分生子はそれぞれ 63%およ
び 76%が凝集して小さな塊を形成していた一方、AGΔ 株や AG-GAGΔ 株におい
てはほとんど凝集していなかった（Fig. 2-8A, B）。3 時間目において、野生株や
AGΔ 株において AGBD-GFP の蛍光が観察されたのに対し、SBA ではいずれの
株でも染色されなかった（Fig. 2-9B）。6 時間目において、野生株、AGΔ 株およ
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び GAGΔ 株では菌糸塊が形成された一方、AG-GAGΔ 株においてはほとんど凝
集しなかった（Fig. 2-8A）。凝集の割合は野生株や GAGΔ 株で 95%に迫り、AGΔ
株でも約 80%となった一方、AG-GAGΔ 株では 0%であった（Fig. 2-8B）。AGBD-
GFP の蛍光は野生株や GAGΔ 株の菌糸で、SBA の蛍光は野生株や AGΔ 株の菌
糸でそれぞれ観察された（Fig. 2-9C）。9 時間目においては、YPD 培地で 24 時間
培養した際と同様に、野生株、GAGΔ 株および AGΔ 株で菌糸が塊を形成した
（Fig. 2-8A）。AG-GAGΔ 株を除いて発芽分生子の凝集は 90%に達した（Fig. 2-
8B）。AGBD-GFP と SBA 由来の蛍光は各株とも概ね 6 時間目と同様であった
（Fig. 2-9D）。AG-GAGΔ 株はいずれの時間においても菌糸塊を形成しなかった
（Figs. 2-8, 9）。AG-GAGΔ 株の分生子や菌糸は AGBD-GFP でも SBA でも染色さ
れなかった（Fig. 2-9）。これらのことは、α-1,3-グルカンによる凝集は接種後すぐ
から、GAG による凝集は接種後 3—6 時間後に始まることが示唆された。 
 
2-3-5. In vitro での GAG 依存的菌糸凝集の観察と凝集体形成の pH 依存性 
 Fontaine らによって報告された GAG 精製法[108]を参考にして、A. oryzae AGΔ
株の培養上清のエタノール沈殿物を 150 mM 塩化ナトリウムで洗浄したところ、
沈殿物は 150 mM 塩化ナトリウムに完全に溶解した。そこで、培養上清から GAG
を取得するためエタノール分別沈殿法を確立し、六つの画分を得た。AGΔ 株由
来 0, 0.5, 1, 2, 2,5 倍量 EtOH 画分にはいずれも約 8%のガラクトースと 5%のマン
ノースおよび少量の GalN が含まれていた（Fig. 2-10A）。AGΔ 株由来 1.5 倍量
EtOH 画分には 16%の GalN と 17%のガラクトースおよび 4%のマンノースが含
まれていた（Fig. 2-10A）。すなわち、この画分に主に GAG とガラクトマンナン
が含まれていると考えられた。AG-GAGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分には GalN
が含まれておらず、8%のガラクトースと 5%のマンノースが含まれていた（Fig. 
2-10A）。AG-GAGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分の構成糖から推定すると、AGΔ 株
由来 1.5 倍量 EtOH 画分には GAG が約 25%含まれていると考えられる。菌糸の
凝集が in vitro で再現されるか否かを評価するため、各画分を AG-GAGΔ 株の菌
糸と混合し、凝集体の形成を観察した。その結果、AGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画
分を加えた場合にのみ凝集体が形成された（Fig. 2-10B）。この凝集体は SBA-
Alexa Fluor 647 により染色された（Fig. 2-10C）。AGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分
では菌糸非存在下では凝集しなかった（Fig. 2-10D）。コロイド滴定により決定し
た AGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分に含まれる GAG 中の GalNAc の脱アセチル化
度は 48.9 ± 4.6%であった。 
 GAG 中の GalNAc 残基は A. fumigatus において部分的に脱アセチル化され、正
電荷を持つことが報告されていたことから[108]、GAG 依存的凝集体形成の pH
依存性について評価を試みた。AGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分を AG-GAGΔ 株
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の菌糸と混合した際、pH 6, 7 の場合には凝集が見られた一方、pH 4, 5, 8 ではほ
とんど凝集しなかった（Figs. 2-11A, B）。AG-GAGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分を
加えた場合、どの pH 条件でも菌糸は分散したままであった（Figs. 2-11A, B）。
また、GAG 非存在下において AG-GAGΔ 株の菌糸が pH 4, 5 において弱い凝集
体が形成された（Fig. 2-11B）。この理由については不明であるが、低 pH で機能
する未知の凝集因子が AG-GAGΔ 株に残存しているのかもしれない。これらの
ことから、低 pH 条件下での GAG の正電荷の増加が GAG 間の静電反発を引き
起こし、GAG 依存的な凝集体形成が妨げられたことが示唆された。中性 pH 付
近では正電荷が弱いため、GAG が非静電的相互作用を介して菌糸凝集に寄与し
たと推察される。pH 8 において凝集体が形成されなかった要因については不明
である。 
 
2-3-6. GAG 依存的菌糸凝集への水素結合の寄与と脱アセチル化の重要性 
 GAG 依存的な凝集体形成は GalN のアミノ基を介した水素結合に起因すると
仮説を立てた。この仮説を検証するため、AGΔ 株由来 1.5 倍量 EtOH 画分を無水
酢酸存在下（アセチル化）および非存在下で処理し、凝集性を評価した。N-アセ
チル化されていない GAG は Fig. 2-10B と同様に AG-GAGΔ 株の菌糸を凝集させ
た一方、N-アセチル化により菌糸凝集は減衰した（Fig. 2-12A）。N-アセチル化さ
れた 1.5 倍量 EtOH 画分の脱アセチル化度は 2.0 ± 0.5%であり、N-アセチル化さ
れていない 1.5 倍量 EtOH 画分の脱アセチル化度（43.6 ± 5.2%）に比べて顕著に
減少した（P < 0.01; Table 2-3）。これらのことから、GalN のアミノ基は GAG 依
存的な凝集に寄与していることが示唆された。 
 GAG 依存的凝集が水素結合によるものか否かを検証するため、水素結合を破
壊する尿素の存在下で菌糸凝集評価を行った。尿素非存在下では菌糸が凝集し
た一方、尿素濃度依存的に凝集は弱まった（Fig. 2-12B）。以上のことから、GalN
のアミノ基を介した水素結合の形成が GAG 依存的な凝集体形成に重要である
ことが強く示唆された。 
 
2-3-7. AG-GAG 欠損株の組み換え酵素生産性の評価 
 菌糸の分散性が A. oryzae のバイオマスおよび酵素生産の増加に寄与するか否
かを検証した。YPM 液体培地で培養したところ、AG-GAGΔ-cutL1 株は菌糸が分
散し、AGΔ-cutL1 株では野生株に比べて小さな菌糸の塊を形成した（Fig. 2-13A）。
24 時間培養後の培養上清を SDS-PAGE に供した結果、AG-GAGΔ-cutL1 株の分
泌タンパク質プロファイルは WT-cutL1 株や AGΔ-cutL1 株に比べて増加してい
た（Fig. 2-13B）。また、バイオマスやクチナーゼの分泌生産量はいずれも、AG-
GAGΔ-cutL1 株と AGΔ-cutL1 株で野生株に比べてそれぞれ約 10 倍および約 4 倍
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に増加していた（Fig. 2-13C, D）。これらのことから、α-1,3-グルカンや GAG を
どちらか一方もしくはいずれも有する糸状菌において、バイオマスや組み換え
酵素の生産性が α-1,3-グルカンや GAG の欠損による菌糸分散性によって増加す
る可能性が示唆された。 
 
第４節 考察 
 
 糸状菌は一般的に、液体振盪培養において菌糸が塊を形成しながら生育する。
この性質により、産業的に有用な酵素や二次代謝産物の生産が制限されていた
[7, 33]。菌糸の凝集は細胞表層の性質と関係していることと考えられていたが
[87, 122]、その詳細なメカニズムについては明らかになっていなかった。当研究
室では以前、A. nidulans において α-1,3-グルカンが菌糸接着因子としての機能を
有することを明らかにしてきた[12]。また、A. oryzae においては α-1,3-グルカン
欠損株で野生株に比べて小さな菌糸の塊を形成したが、A. nidulans とは異なり、
菌糸分散には至らなかった[88]。すなわち、A. oryzae には α-1,3-グルカン以外の
菌糸接着因子が残存していると考えられた。本研究では、残存する接着因子とし
て細胞外分泌多糖の構成成分である GAG に着目し解析を行った。Lee らは A. 
fumigatusにおいてGAGの生合成が遺伝子クラスターを成す 5遺伝子（gtb3, agd3, 
ega3, sph3, uge3）によって制御されており、類似の遺伝子クラスターが A. niger, 
A. nidulans, Botrytis cinerea などいくつかの子嚢菌にも保存されていることを報
告している[111]。本研究で、A. oryzae のゲノム上にもこのクラスターが保存さ
れていることが明らかになった（Fig. 2-3）。 
 α-1,3-グルカンは A. nidulans や A. oryzae, A. fumigatus において菌糸凝集に寄与
することが報告されている[12, 87, 88]。GAG は A. fumigatus においてプラスチッ
クやフィブロネクチン、上皮細胞への接着に寄与し、病原性に関する機能を有す
ることが知られている[109]。GAG はまた、プレート培養時のバイオフィルム形
成にも関与する[109]。しかしながら、これまで GAG と菌糸凝集の関係性につい
ては全く報告がなかった。本研究で A. oryzae において GAG 欠損（GAGΔ）株お
よび AG-GAG 二重欠損（AG-GAGΔ）株を作製し、液体振盪培養時の表現型を観
察した。その結果。AG-GAGΔ 株は菌糸が完全分散したのに対し、GAGΔ 株は野
生株に比べて菌糸が大きな塊を形成しながら生育した（Fig. 2-5）。このことは、
A. oryzae においては α-1,3-グルカンだけでなく GAG も菌糸の塊形成に寄与する
ことを示唆している。 
 本研究では、分生子の発芽から菌糸の伸長過程における菌糸凝集への α-1,3-グ
ルカンと GAG の時間的・空間的な寄与についても解析した。野生株と GAGΔ 株
では、分生子接種後 3 時間で凝集が観察されたのに対し、AGΔ 株では接種後 6
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時間で凝集体を形成した（Figs. 2-8, 9）。このことから、α-1,3-グルカンは分生子
細胞壁の表層に局在しており、接種後分生子の膨潤後から凝集因子として機能
する一方、GAG は発芽管が形成される 6 時間経過後になって菌糸先端から分泌
されて凝集に寄与することが示唆された。また、AG-GAGΔ 株の菌糸と部分精製
した GAG を混合することにより in vitro の凝集体形成の観察に成功した（Fig. 2-
10）。GAG 存在下において、pH 6, 7 においては AG-GAGΔ 株の菌糸は凝集した
一方、酸性 pH 条件下ではその凝集が弱まった（Fig. 2-11）。 
 GAG 生合成遺伝子クラスターにおいて、agd3 は N-アセチルガラクトサミン
脱アセチル化酵素をコードしている[111]。また、A. fumigatus において、GAG 中
の GalNAc 残基は一部が脱アセチル化されていることが報告されている[108]。A. 
fumigatus において、agd3 遺伝子の破壊により GAG の脱アセチル化が起こらな
くなり、細胞壁への GAG の結合が欠失したことが報告されている[111]。また、
GalNAc 残基の脱アセチル化により生じたアミノ基の正電荷は菌糸の負電荷表
面への接着に必要で[111]、酸性 pH 条件での静電反発に起因すると思われる菌糸
凝集を妨げていると考えられる。このアミノ基は中性 pH 付近（特に GAG の等
電点付近）ではプロトンが付加されていない状態である。このことから、中性 pH
付近で GAG が接触することが、GAG の GalN 残基と、細胞壁表層のグルカンや
細胞壁に接着している GAG のヒドロキシ基との間の水素結合形成の引き金と
なっている可能性が考えられる。AGΔ 株由来の GAG の DD は約 50%であった
（Table 2-3）。無水酢酸によりアセチル化した AGΔ 株由来 GAG はほとんど菌糸
凝集を誘導せず（Fig. 2-12A）、DD も非アセチル化時と比べて顕著に減少した
（Table 2-3）。これらの結果は、GAG の GalNAc 残基の脱アセチル化が GAG 依
存的菌糸凝集に重要であることを示唆している。さらに、GAG 依存的な菌糸凝
集は 8 M 尿素存在下で阻害された（Fig. 2-12B）。このことは、アミノ基のアセチ
ル化により、GAG とグルカンおよび細胞壁に接着した GAG との間の水素結合
が形成されなくなったことを示唆している。水素結合は中性 pH 付近での GAG
依存的菌糸凝集の主要な力であると考えられる。中性 pH 付近で GAG を添加し
凝集した菌糸は、酸性 pH（pH 4.0）に移しても凝集体は分散しなかった（data not 
shown）。このことは、一旦凝集体が形成されると、GAG 間の接着が酸性 pH 条
件に耐性であることを示唆している。 
 Aspergillus 属菌を含む糸状菌を用いた発酵産業において、菌糸塊の形成はその
内部が不活性状態となることから[33]、生産性の制限要因となっていた。A. niger
において、菌糸塊の大きさを最小化するためにチタン粒子が用いられた例があ
る[7]。このような物理的なアプローチは効果的であるが、培地の選択を制限し
てしまう。AG-GAGΔ 株は AGΔ 株や野生株に比べて菌体生育量やクチナーゼの
生産量が顕著に増加した。すなわち、菌糸塊形成因子の制御が発酵産業への革新
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的なアプローチとなることが期待される。 
 本研究では菌糸細胞表層の α-1,3-グルカンと GAG が菌糸塊形成に寄与するこ
とを示し、両因子が接着性の分子であることを示した。これら二種の多糖は異な
る物理化学的性質を示す。α-1,3-グルカンは水不溶の主要な細胞壁多糖である一
方、GAG は水に可溶な分泌多糖で、細胞外マトリクスの一因子である。糸状菌
の菌糸塊形成メカニズムをさらに理解するためには、α-1,3-グルカンと GAG の
間の相互作用に関連する分子メカニズムのさらなる解析が必要である。 
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Figure 2-1. Construction of sphZ and ugeZ gene disruption strains. (A) Scheme of 
construction of the sphZ and ugeZ gene disruption cassette. (B) Strategy for replacement 
of the disrupted sphZ and ugeZ genes with the adenine requirement marker adeA. Thin 
arrows indicate PstI digestion sites near the sphZ and ugeZ locus. (C) Southern blot 
analysis of the sphZ and ugeZ locus in the wild-type (lane 1), GAGΔ (lane 2), AGΔ (lane 
3), and AG-GAGΔ (lane 4) strains using the probe indicated in (B). 
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Figure 2-2. Southern blot analysis of the AG-GAGΔ-cutL1 strains. Chromosomal 
DNA of the control strain (lane C) and the cutL1-overexpressing strains (lanes 1–3) was 
digested with XhoI and hybridized with the probe indicated in the upper panel. 
 
 
 
 
Figure 2-3. GAG biosynthetic cluster in (A) Aspergillus fumigatus and (B) 
Aspergillus oryzae. The cluster of A. oryzae was predicted from the sequence of the 
cluster of A. fumigatus by using a BLAST search.  
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Figure 2-4. Mycelial growth of the wild-type, AGΔ, AG-GAGΔ, and GAGΔ strains 
on CDE agar plates. Conidia (1 × 104) of each strain were inoculated at the center of a 
CDE agar plate and incubated at 30°C for 4 days. 
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Figure 2-5. Phenotypes of Aspergillus oryzae ΔagsAΔagsBΔagsCΔsphZΔugeZ (AG-
GAGΔ) and ΔsphZΔugeZ (GAGΔ) strains in liquid culture. (A) The wild-type (WT), 
ΔagsAΔagsBΔagsC (AGΔ), AG-GAGΔ, and GAGΔ strains were cultured in Erlenmeyer 
flasks (upper row), and images of hyphal pellets were taken under a stereomicroscope 
(bottom row; scale, 1 mm) at 24 h of culture. (B) The mean diameter of hyphal pellets 
was determined by measuring 10 randomly selected pellets per replicate under a 
stereomicroscope. Error bars represent standard deviations calculated from three 
replicates. Different letters indicate significant differences within each condition by 
Tukey’s test (p < 0.05). (C) Morphology of each strain was examined under a scanning 
electron microscope. Scale bars, 5 µm. (D) Biofilm formation on polystyrene plates. Each 
strain was cultured for 24 h on a polystyrene plate (internal diameter 6 cm), after which 
the biofilms were washed and stained with crystal violet. (E) Galactosamine (GalN) 
content in the hot water–soluble fraction of the cell wall from the WT, AGΔ, AG-GAGΔ, 
and GAGΔ strains. Error bars represent standard error of the mean calculated from three 
replicates.  
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Figure 2-6. Characterization of α-1,3-glucan in the cell wall of the wild-type, AGΔ, 
AG-GAGΔ, and GAGΔ strains. (A) Monosaccharide composition of the AS1, AS2 and 
AI fractions. The percentage values were shown as the monosaccharide content of each 
fraction against the total weight of all fractions (HW + AS1 + AS2 + AI = 100%). Error 
bars represent the standard error of the mean calculated from three replicates. Gal, 
galactose; Glc, glucose; Man, mannose; GlcN, glucosamine.  (B) Expression of the 
agsA—C genes in the indicating culture time. Error bars represent the standard deviation 
of the mean calculated from three replicates. (C) 13C NMR spectra of the AS2 fractions 
from the wild-type and GAGΔ strains. (D) Mycelial suspension of the AG-GAGΔ strain 
(25 µL) was added into a mixture of 400 µL of water, 50 µL of 1 M sodium phosphate 
buffer (pH 7.0), and 25 µL of 10 mg/mL of the AS2 fractions from the WT, AGΔ, AG-
GAGΔ, or GAGΔ strains, as indicated. Samples were incubated at 30°C for 1 h with 
shaking and examined under a stereomicroscope (magnification, ×8).  
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Figure 2-7. Sensitivity to Lysing Enzymes and Congo Red. (A) Mycelia cultured for 1 
day were suspended in sodium phosphate buffer (10 mM, pH 6.0) containing 0.8 M NaCl 
and 10 mg/mL Lysing Enzymes. After 1, 2, and 4 h, protoplasts were counted under a 
microscope. Error bars represent the standard deviation calculated from three replicates. 
(B) Growth rates after 3 days on CDE medium at the indicated concentrations of Congo 
Red. Diameter of the colonies grown on CDE medium without Congo Red was 
considered as 100%. Error bars represent standard deviations calculated from three 
replicates. In both panels, different letters indicate significant differences within each 
condition by Tukey’s test (p < 0.05). 
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Figure 2-8. Conidial aggregation assay. (A) Conidia (5 × 105) of the wild-type (WT), 
ΔagsAΔagsBΔagsC (AGΔ), ΔagsAΔagsBΔagsCΔsphZΔugeZ (AG-GAGΔ), and 
ΔsphZΔugeZ (GAGΔ) strains were inoculated into 500 µL of CDE liquid medium and 
incubated at 30°C with shaking (1200 rpm). Photographs were taken at the indicated time 
points under a stereomicroscope (magnification, ×8). (B) Percentage conidial aggregation 
at indicated culture times. 
  
87 
 
 
Figure 2-9. Visualization of α-1,3-glucan and GAG in the cell wall by staining with 
AGBD-GFP and lectin (soybean agglutinin). Conidia (5.0 × 105) of the wild-type (WT), 
ΔagsAΔagsBΔagsC (AGΔ), ΔagsAΔagsBΔagsCΔsphZΔugeZ (AG-GAGΔ), and 
ΔsphZΔugeZ (GAGΔ) strains were inoculated into 500 µL of CDE liquid medium and 
incubated at 30°C for (A) 0, (B) 3, (C) 6, and (D) 9 h with shaking (1200 rpm). At each 
time point, the cells were dropped on a glass slide, fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde, 
stained with AGBD-GFP and soybean agglutinin–Alexa Fluor 647 conjugate (100 µg/mL 
each), and observed under a confocal laser-scanning microscope (×1000). Scale bars, 20 
µm. 
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Figure 2-10. Aggregation of mycelia of the AG-GAGΔ strain induced by ethanol-
precipitated GAG. (A) Composition of the fractions obtained by ethanol precipitation. 
(B) Mycelial suspension of the AG-GAGΔ strain (25 µL) was added into a mixture of 400 
µL of water, 50 µL of 1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0), and 25 µL of 2 mg/mL of 
the fractions prepared from the AGΔ or AG-GAGΔ strains, as indicated. Samples were 
incubated at 30°C for 1 h with shaking and examined under a stereomicroscope 
(magnification, ×8). (C) Mycelia incubated for 1 h in the presence of EtOH-precipitated 
GAG were stained with soybean agglutinin–Alexa Flour 647 conjugates and observed 
under a confocal laser-scanning microscope (×1000). Scale bars, 20 µm. (D) Aggregation 
assay with the 1.5-vol. fraction from AGΔ was performed as in (A), with or without 
mycelial suspension of AG-GAGΔ. 
  
89 
 
 
Figure 2-11. pH-dependence of GAG aggregation. Mycelial suspension of the AG-
GAGΔ strain (25 µL) was added to 450 µL of buffers with different pH and 25 µL of the 
1.5-vol. EtOH fraction prepared from the AGΔ or AG-GAGΔ strain as indicated. Samples 
were incubated at 30°C for (A) 0 h and (B) 1 h with shaking and examined under a 
stereomicroscope (magnification, ×8). 
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Figure 2-12. Mycelial aggregation in the presence of (A) acetylated GAG or (B) urea. 
(A) The amino groups of ethanol-precipitated GAG were acetylated with acetic anhydrate. 
Mycelial suspension of the AG-GAGΔ strain (25 µL) was added to a mixture of 450 µL 
of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) and 25 µL of the 1.5-vol. EtOH fraction 
prepared from AGΔ (acetylated or not). (B) Mycelial suspension of the AG-GAGΔ strain 
(25 µL) was added to a mixture of 450 µL of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) 
containing 0, 1, 2, 4, or 8 M urea, and 25 µL of the 1.5-vol. EtOH fraction prepared from 
the AGΔ strain. Samples were incubated at 30°C for 1 h with shaking and examined under 
a stereomicroscope (magnification, ×8). 
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Figure 2-13. Recombinant CutL1 production by the WT-cutL1, AGΔ-cutL1, and 
AG-GAGΔ-cutL1 strains in liquid culture. (A) Phenotypes of the WT-cutL1, AGΔ-
cutL1, and AG-GAGΔ-cutL1 strains under liquid culture conditions. Conidia (final 
concentration, 1  104/mL) of each strain were inoculated into YPM medium and rotated 
at 100 rpm at 30°C for 24 h. (B) Secreted protein profiles of each strain. Lanes W, D1, 
D2: proteins precipitated from culture supernatants (250 µL) of wild-type-cutL1, AGΔ-
cutL1, and AG-GAGΔ-cutL1 strains, respectively; lane C: 1 µg of purified CutL1. (C) 
Mycelial dry weight of each strain. Mycelia grown for 24 h were collected by filtration 
through Miracloth, dried at 70°C and weighed. (D) Concentration of secreted CutL1 in 
culture supernatants. In (C) and (D), error bars represent the standard error of the mean 
calculated from three replicates (*p < 0.05; **p < 0.01). ns, not significant. 
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Table 2-1. Strains used in this study 
Strain Genotype Reference 
NS4 (ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA) 
(wild type) 
ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, adeA+ (Mizutani et 
al., 2008) 
ΔagsAΔagsBΔagsC 
(AGΔ) 
ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, adeA+, agsA::loxP, 
agsB::loxP, agsC :: loxP 
(Miyazawa et 
al., 2016) 
ΔsphZΔugeZ (GAGΔ) ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, sphZugeZ::adeA This study 
ΔagsAΔagsBΔagsCΔsphZΔugeZ 
(AG-GAGΔ) 
ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, agsA::loxP, 
agsB::loxP, agsC::loxP, sphZugeZ::adeA 
This study 
WT-cutL1 ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, adeA+, PglaA142-
cutL1::niaD 
(Miyazawa et 
al., 2016) 
AGΔ-cutL1 ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, adeA+, agsA::loxP, 
agsB::loxP, agsC :: loxP, PglaA142-cutL1::niaD 
(Miyazawa et 
al., 2016) 
AG-GAGΔ-cutL1 ΔligD::sC, ΔadeA::ptrA, niaD-, agsA::loxP, 
agsB::loxP, agsC::loxP, sphZugeZ::adeA, PglaA142-
cutL1::niaD 
This study 
 
Table 2-2. PCR primers used in this study 
Purpose Primer name Sequence (5’ to 3’) 
sphZ, ugeZ disruption 
 sphZ+ugeZ-LU TCTCCATAGTGTTCACCA 
 sphZ+ugeZ-LL+Ade ATATACCGTGACTTTTTAGCACAACATTGGAGCTACT 
 sphZ+ugeZ-RU+Ade AGTTTCGTCGAGATACTGCGCGTTGTCATATTTGCAAG 
 sphZ+ugeZ-RL AGGGCTCAGAATACGTATC 
 sphZ+ugeZ-AU AGTAGCTCCAATGTTGTGCTAAAAAGTCACGGTATATCATGAC 
 sphZ+ugeZ-AL TTGCAAATATGACAACGCGCAGTATCTCGACGAAACTACCTAA 
Quantitative PCR 
 agsA-RT-F CAAACCTGGAGAGACGCGAT 
 agsA-RT-R CGAGGGTATTCGCAAGTGTTG 
 agsB-RT-F GAACTTTGTCGCGGTCATCCTTCAG 
 agsB-RT-R CCAAGGGAGGTAGTAGCCAATG 
 agsC-RT-F TTGGAGACGGACCATCACTG 
 agsC-RT-R GTTGCAGGTCTCGTTGTACTC 
 
Table 2-3. Degrees of deacetylation of N-acetylgalactosamine residues of 
galactosaminogalactan 
Sample Degree of deacetylation (%) 
AGΔ 1.5-vol. EtOH Fr. 48.9 ± 4.6 
AGΔ 1.5-vol. EtOH Fr. (acetylated) 2.0 ± 0.5* 
AGΔ 1.5-vol. EtOH Fr. (non-acetylated) 43.6 ± 5.2 
Values represent the mean ± standard error of the three replicates. Asterisk indicate 
significant difference (P < 0.01) with the AGΔ 1.5-vol. EtOH Fr. (non-acetylated). 
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総合考察 
 
糸状菌は液体振盪培養において菌糸が塊を形成しながら生育することが一般
的である。菌糸の塊は直径が数ミリメートルにも及ぶことがあるが、糸状菌は絶
対好気性の微生物のため、菌糸塊内部は酸素や栄養が行き渡らずに代謝が不活
性で溶菌に至ることもあることから、菌糸塊の制御は産業上重要な課題とされ
てきた。菌糸塊形態の制御に向けては、形態学的な観点から以前より様々な解析
がなされてきたが、根本的な菌糸塊形成の因子やそれを介した塊形成のメカニ
ズムについてはほとんど理解されていなかった。 
 当研究室では、糸状菌のシグナル伝達経路を標的とした薬剤開発の過程で、細
胞壁多糖 α-1,3-グルカンを見出し、α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子に関する研究
に着手した。吉見らは A. nidulans の 2 種の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子（agsA, 
agsB）破壊株を作製し、agsB 遺伝子破壊株では細胞壁から α-1,3-グルカンが欠損
すること、agsB 遺伝子破壊株の菌糸は液体培地中に均一分散することを発見し
た[12]。すなわち、α-1,3-グルカンが菌糸接着因子として機能することが示唆さ
れた。同時期に遺伝子情報システム学分野の協力を得て A. oryzae の α-1,3-グル
カン欠損（AGΔ）株が作製され、その表現型が観察された。A. oryzae の AGΔ 株
は A. nidulans とは異なり、菌糸が完全分散には至らず、小さな菌糸塊を形成し
ながら生育した[88]。このことは、A. oryzae には α-1,3-グルカン以外の未知の菌
糸塊形成因子が存在することを示唆している。また、AGΔ 株は野生株に比べて
組換え酵素の生産性が向上していたことから、菌糸塊形成因子の制御が発酵生
産効率向上に有効な手段であることが示唆された。 
 上述のように、糸状菌の菌糸塊形成に α-1,3-グルカンが寄与することが遺伝学
的に示されてきたが、α-1,3-グルカンの生合成機構や多糖構造などの生化学的な
解析例に乏しいほか、A. oryzae においては未知因子が存在するなど、菌糸塊形
成因子とそのメカニズムの解明に向けてはさらなる解析が求められていた。本
博論研究では、A. nidulans における α-1,3-グルカンを介した菌糸凝集のメカニズ
ムについて、その生合成機構も含めて解析することを目的とした。また、A. oryzae
において機能する未知因子の同定と、その因子を介した塊形成メカニズムを明
らかにすることを目的とした。 
 第一章では、A. nidulans の α-1,3-グルカン合成酵素遺伝子の高発現（agsAOE, 
agsBOE）株を作製し、両高発現の菌糸塊の凝集性が異なることを見出した（Fig. 
1-8）。種々の多糖の生化学的な解析を通して、その凝集性の違いが α-1,3-グルカ
ンの分子量の差に起因することを明らかにした（Fig. 1-13, Table 1-4）。また、細
胞生物学的な解析を行い、α-1,3-グルカンの分子量によって細胞壁中の局在が異
なることを示した（Figs. 1-14, 15）。すなわち、従来知られていた細胞壁 α-1,3-グ
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ルカンの量に加え、α-1,3-グルカンの分子量とその細胞壁中の局在も菌糸塊の凝
集性に寄与することを明らかにした（Fig. 1-20）。第一章の解析を通して、A. 
nidulans の α-1,3-グルカンは、約 200 残基からなる 1,3-結合の α-グルカン鎖とそ
の還元末端側に結合する数残基の 1,4-結合のグルカンから成るサブユニット構
造を有し、このサブユニット構造が 10 回程度繰り返された構造からなることが
示唆された（Fig. 1-20）。また、agsAOE株と agsBOE株間でこのサブユニット構造
には大きな差はなく、サブユニット構造の繰り返し数の差が分子量の違いをも
たらしていることが示唆された。α-1,3-グルカン合成酵素は分子量約 270 kDa の
大きなタンパク質で、大きく分けて 3 つのドメイン（細胞外（糖転移）ドメイ
ン、細胞内（合成）ドメイン、多重膜貫通ドメイン）からなると考えられている
[74]。本酵素による α-1,3-グルカン合成は次のように推定されている：細胞内ド
メインにより UDP-グルコースを基質として重合されたサブユニット単位の糖
鎖が細胞外に輸送され、細胞外ドメインにより糖転移されて成熟 α-1,3-グルカン
となる。agsAOE株と agsBOE株との間でサブユニット構造の繰り返し数が異なる
ことが示唆されたことから、AgsA と AgsB により合成されるα-1,3-グルカンの
分子量の違いは細胞外ドメインの糖転移活性の違いに起因する可能性が示唆さ
れる。現在までの研究結果から推定されるα-1,3-グルカンの生合成機構を Fig. 3-
1 に示した。現在、AgsA の細胞外ドメインを AgsB の細胞外ドメイン以降と融
合させた AgsA-AgsB キメラタンパク質発現株の作製を進めており、細胞外ドメ
インの活性と分子量との関係性について近い将来さらに理解が進むことを期待
している。また、将来的には α-1,3-グルカン合成酵素を用いた in vitro α-1,3-グル
カン合成反応系を構築し、基質や種々の関連因子の解析を通して α-1,3-グルカン
合成機構の全容が解明されることが期待される。 
 第二章では、A. oryzae の AGΔ 株に残存する菌糸塊形成因子を探索し、α-1,3-
グルカンに加えて細胞外分泌多糖 GAG を欠損（AG-GAGΔ 株）することにより、
菌糸が完全分散に至ることを発見した（Fig. 2-5）。また、培養上清から GAG を
精製する手法を確立し、GAG と AG-GAGΔ 株の菌糸を混合することにより、菌
糸塊形成を再現することに成功した（Fig. 2-10）。このことは、GAG が直接的に
菌糸塊形成に寄与することを強く示唆している。更に、GAG を介した菌糸塊形
成メカニズムを解析し、GAG 中の GalN 残基のアミノ基を介した水素結合が
GAG による菌糸塊形成の本質であることが示唆された（Fig. 2-12）。AG-GAGΔ
株はフラスコ培養スケールにおいて野生株やAGΔ株と比べて組換え酵素の生産
性が向上していたことから、AG-GAGΔ 株が酵素生産に好適な宿主であることが
示唆された（Fig. 2-13）。現在、AG-GAGΔ 株の工業生産への応用を見据えた研究
が進められており、実験室スケールの 5 L ジャー培養槽でも従来株に比べて酵
素生産に好適であることが明らかになってきた（2019 年度古明地修論）。また、
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AG-GAGΔ 株は従来株に比べて培養液の非ニュートン性が低下するという非常
に興味深い性質を示しており（市川ら、第 71 回日本生物工学会大会要旨集 P. 
129）、流体特性の変化が直接的もしくは間接的に本菌の代謝を活性化させ、酵素
生産向上に寄与している可能性が考えられる。本研究を通して、糸状菌の細胞壁
多糖 α-1,3-グルカンと細胞外分泌多糖 GAG を介した菌糸塊形成機構が明らかに
なってきた。現在までの研究結果から推定される A. oryzae における菌糸塊形成
機構を Fig. 3-2 に示した。α-1,3-グルカンは真菌のうち子嚢菌門と担子菌門の多
数の種に、GAG は子嚢菌門のうちチャワンタケ亜門の工業生産菌を多数含む種
に、その生合成遺伝子が存在することが分かっている（Table 3-1）。すなわち、
α-1,3-グルカンや GAG を制御することにより、多数の工業生産菌において飛躍
的に有用物質の生産効率を向上させる技術となる可能性が考えられる。今後、流
体特性やスケールアップファクターのさらなる解析を通して、AG-GAGΔ 株が産
業界で幅広く実用化されることを期待したい。 
 本博論研究を通して、糸状菌の菌糸塊形成メカニズムの一端が明らかになっ
た。しかしながら、糸状菌はそもそも、栄養豊富な液体培地で培養されることを
想定した生き物ではないはずである。そうした観点から考えると、菌糸が塊を形
成する性質が、本来糸状菌が自然界で必要としているどの生物学的プロセスと
関与するのかについては不明である。また、α-1,3-グルカンについては、感染性
の真菌種が宿主の免疫認識を回避するために装備していることは比較的理解し
やすいが、α-1,3-グルカン生合成遺伝子の分布は幅広い真菌種に及び、多数の非
病原性の真菌もこれを有する。α-1,3-グルカンが菌糸の接着に寄与することは明
らかになったものの、その存在の本質についてはまだ我々が知り得ない領域が
広がっているものと考えられる。真菌学を俯瞰して捉え、生物学的、化学的、工
学的、物理学的、医学的な知見や解析手法を習得し、駆使して、細胞壁多糖に留
まらない真菌の生物としての本質の解明に向けて、今後も少しでも貢献したい
と考えている。 
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Figure 3-1. Speculative model for biosynthesis of α-1,3-glucan in the model 
filamentous fungus Aspergillus nidulans. An α-1,3-glucan synthase has three domains: 
an extracellular domain, an intracellular domain, and a multitransmembrane domain. The 
expected substrate of α-1,3-glucan synthesis, UDP-glucose, is produced by GalF from 
glucose-6-phosphate and UTP as substrates. Maltooligosaccharide produced by 
intracellular α-amylase, AmyG, might act as a primer for polymerization of glucose from 
UDP-glucose as the sugar donor by the intracellular domain, resulting in a subunit 
composed of 200 residues of 1,3-linked α-glucose with short 1,4-linked α-glucose primer 
on its reducing end. Synthesized polymer by intracellular domain exports through pore-
like structure of multitransmembrane domain. Then the extracellular domain catalyzes 
interconnection of the subunit. This reaction occurs several times, resulting in the mature 
α-1,3-glucan chain. 
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Figure 3-2. Speculative mechanism of hyphal aggregation by α-1,3-glucan and GAG 
in Aspergillus species. (1) Dormant conidia are covered with surface hydrophobic layer. 
(2) After sensing nutrient, conidia swell, and the hydrophobic layer is broken to expose 
cell wall α-1,3-glucan to the cell surface, resulting in initiation of agglomeration. (3) 
When germ tube extends, α-1,3-glucan is synthesized at the hyphal tip. GAG is also 
synthesized, secreted, and attached to hyphal surface. Both the polysaccharides contribute 
to further aggregation of conidia and hyphae. (4) Hyphae further extended to form several 
millimeter pellets by interaction between adhesive polysaccharides.  
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Table 3-1. Distribution of α-1,3-glucan and GAG biosynthetic genes in fungi.  
Phylum Subphylum Species α-1,3-Glucan GAG 
Mucoromycota Mucoromycotina Mucor circinelloides - - 
Rhizopus oryzae - - 
Ascomycota Taphrinomycotina Schizosaccharomyces pombe + - 
Saccharomycotina Dekkera bruxellensis - - 
Candida albicans - - 
Kluyveromyces lactis - - 
Ashbya gossypii - - 
Zygosaccharomyces rouxii - - 
Saccharomyces cerevisiae - - 
Candida glabrata - - 
Pezizomycotina Cochliobolus heterostrophus + + 
Histoplasma capsulatum + - 
Aspergillus fumigatus + + 
Penicillium chrysogenum + + 
Botrytis cinerea + + 
Fusarium graminearum - - 
Trichoderma reesei - - 
Neurospora crassa + + 
Sordaria macrospora + + 
Basidiomycota Pucciniomycotina Rhodosporidium toruloides - - 
Puccinia graminis + - 
Wallemia sebi - - 
Ustilaginomycotina Malassezia globosa - - 
Ustilago maydis - - 
Agaricomycotina Trichosporon asahii + + 
Cryptococcus neoformans + - 
Tremella mesenterica + - 
Auricularia delicata + - 
Fomitiporia mediterranea + - 
Punctularia strigosozonata + - 
Stereum hirsutum - - 
Coniophora puteana - - 
Schizophyllum commune + - 
Coprinopsis cinerea + - 
Laccaria bicolor + - 
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弘前大学 加藤陽治名誉教授 福島大学 千葉養伍教授 
GAG のアセチル化法に関する助言 
福島工業高等専門学校 尾形慎准教授 
α-1,3-グルカナーゼおよび AGBD-GFP の分譲 
山形大学 矢野成和助教 
α-1,3-グルカン合成酵素の酵素学的解析に関する助言 
東北大学 日高 將史助教 
ムタンの分譲 
東京大学 岩田忠久教授 木村聡特任准教授 
13C NMR のオペレーション 
宮城大学 菰田俊一准教授 
GAG の脱アセチル化度測定に関する支援 
東北大学 榎本 賢准教授 
 
 振り返ると、修士 1 年の頃に博士後期課程への進学にかなり迷い、進学と就
職とでどちらが自分自身を成長させ得るかをものさしとして最終的に修士１年
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の１月にようやく進学を決めました。博士後期課程の 3 年間を経て、その決断
は間違っていなかったこと、そしてこの間に身に付けた能力が何にも代えがた
い財産になったことを強く感じています。末筆ながら、これまで不自由なく学業
に集中できたのは、27 年間育ててくださった両親や家族の支えがあったからに
他ならなりません。深く感謝申し上げます。 
 
